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NGS Next Generation Sequencing 
Pb Paire de bases 
PFGE Pulsed-Field Gel Electrophoresis (électrophorèse en champ pulsé) 
PG Peptidoglycane 
PIA Polysaccharide Intercellular Adhesin 
Liste des abréviations 
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PNAG Poly-N-AcétylGlucosamine  
PSM Phenol-Soluble Modulin 
PVL Leucocidine de Panton-Valentine 
RR Régulateur de Réponse 
Sar Staphylococcal accessory regulator 
SCCmec Staphylococcal Cassette Chromosome mec 
SCN Staphylocoque à Coagulase Négative 
SCV Small Colony Variant 
Sdr SD repeats 
SERAM Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecule  
Sls S. lugdunensis Surface proteins 
SLST Single Locus Sequence Typing 
SLV Single Locus Variant 
SNP Single Nucleotide Polymorphism 
SSM Strand-Slippage Mispairing 
ST Sequence Type  
TCS Two-Component regulatory Systems (systèmes à deux composants) 
TR Tandem-Repeats 
TRST Tandem Repeats Sequence Typing 
TRT TRST Type 
UPGMA Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic averages  
VNTR Variable Number of Tandem Repeats 
VT Virulence Type 
vWbl von Willebrand factor-Binding protein of S. Lugdunensis 
vWf facteur von Willebrand  
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Introduction générale 
 
Ce travail de thèse s’inscrit dans les thématiques de recherche développées ces dernières années 
par le Groupe de Recherche sur l’Adaptation Microbienne (GRAM EA2656). La politique 
scientifique du groupe est centrée sur l’adaptation microbienne. Une des thématiques porte sur 
une espèce de staphylocoque à coagulase négative particulièrement pathogène, Staphylococcus 
lugdunensis ; elle a pour objectifs de mieux comprendre ses mécanismes d’adaptation, de 
colonisation et d’infection. Ainsi, l’équipe de recherche s’attache à caractériser cette espèce sur 
le plan phylogénétique (recherche de lignées hypervirulentes ou associées aux infections 
invasives), et à explorer les mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette virulence 
particulière en cherchant à identifier de nouveaux facteurs de virulence et de potentiels systèmes 
régulateurs. 
 
Ce mémoire de Doctorat présente les travaux que nous avons réalisés dans ce contexte, avec 
pour objectifs : 
- la caractérisation du système régulateur à deux composants LytSR potentiellement 
impliqué dans la virulence, 
- la recherche de marqueurs phylogénétiques associés à la virulence. 
 
Dans une première partie, nous présenterons une analyse des données bibliographiques de la 
littérature concernant l’espèce S. lugdunensis. 
Une deuxième partie sera consacrée à l’état des connaissances concernant les systèmes à deux 
composants et leur implication dans la virulence chez les staphylocoques, puis nous exposerons 
notre travail expérimental portant sur l’étude du rôle du système à deux composants LytSR dans 
la pathogenèse de S. lugdunensis. 
Enfin, la troisième partie s’intéressera aux méthodes de génotypage existant chez les 
staphylocoques, puis nous présenterons nos travaux expérimentaux ayant porté sur le 
développement de nouveaux outils de génotypage à des fins épidémiologiques chez  
S. lugdunensis. 
 
 
  12
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Partie 1 : Staphylococcus lugdunensis 
 
Staphylococcus lugdunensis est une espèce de staphylocoque à coagulase négative (SCN) 
commensale de la flore cutanée humaine (Bieber and Kahlmeter, 2010), mais dont le pouvoir 
pathogène s’apparente plus à celui de l’espèce virulente Staphylococcus aureus qu’à celui des 
autres SCN (Frank et al., 2008).  
 
1. Caractères généraux 
1.1. Principaux caractères microbiologiques 
S. lugdunensis a été initialement décrit en 1988 à Lyon (du latin Lugdunum, d’où son nom) à 
partir d’un prélèvement de ganglion axillaire (souche de référence N860297T, ATCC® 
43809™, DSM 4804) (Freney et al., 1988). Il est classé dans le groupe des SCN. Les SCN sont 
ainsi nommés du fait de leur incapacité à coaguler du plasma de l’Homme ou de lapin en raison 
de l’absence de sécrétion de la coagulase libre (ou staphylocoagulase), et ce à la différence de 
S. aureus. 
S. lugdunensis se présente sous forme de cocci à Gram positif, disposés isolément, par paires 
ou en amas. Les cellules ont un diamètre de 0,8 à 1,0 µm et sont immobiles et non sporulées. 
Comme tous les staphylocoques, il produit une catalase (Freney et al., 1988). 
C’est une bactérie aérobie-anaérobie facultative, non exigeante, qui cultive facilement sur des 
milieux ordinaires à des températures comprises entre 30 et 45°C. De par son appartenance au 
genre Staphylococcus, il est capable de croître en milieu hypersalé (caractère halotolérant) 
renfermant jusqu’à 15% de chlorure de sodium.  
La morphologie des colonies et la pigmentation varient selon les souches, le milieu de culture 
et le temps d'incubation (Figure 1) (Fleurette et al., 1989; Freney et al., 1988). La plupart sont 
lisses et brillantes, à bords réguliers, de couleur crème ou pigmentées en jaune, alors que 
certaines colonies présentent au contraire un phénotype rugueux, mat avec des bords irréguliers 
(Freney et al., 1988; Pereira et al., 2012). Une dissociation de colonies peut être observée 
(Leung et al., 1998). Des variants à petites colonies (small colony variants [SCVs]) non 
pigmentés et non hémolytiques, à croissance lente, ont également été identifiés à partir de 
prélèvements cliniques (Figure 1) (Argemi et al., 2017a; Frank et al., 2008).  
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Figure 1. Aspect morphologique de deux cultures de S. lugdunensis sur gélose au sang (Argemi et al., 
2017a). Les souches ont été isolées à partir de prélèvements osseux chez une même patiente à des dates 
différentes. (A) Souche isolée en Mai 2012, d’aspect lisse et brillant avec une zone d’hémolyse totale, après 
12 heures d’incubation. (B) Souche isolée en Octobre 2013, de phénotype small colony variant non 
hémolytique, après 72 heures d’incubation. 
 
La plupart des souches de S. lugdunensis présentent une hémolyse totale (hémolyse β) lors de 
la culture sur géloses au sang de lapin, de mouton ou de cheval ; elle est visible essentiellement 
après 48 heures d’incubation (Frank et al., 2008; Szabados et al., 2011a; Tan et al., 2008). De 
plus, une activité hémolytique synergistique, semblable à l'activité de la δ-hémolysine de  
S. aureus, peut être observée pour un grand nombre de souches de S. lugdunensis (de 73 à 95% 
en fonction des études) (cf paragraphe 3.4) (Frank et al., 2008; Hébert, 1990; Vandenesch et 
al., 1991; Yeh et al., 2016).  
 
 
1.2. Identification au rang d’espèce 
L’implication de S. lugdunensis en pathologie humaine a longtemps été sous-estimée du fait de 
problèmes d’identification (Argemi et al., 2015; Elamin et al., 2015; Frank et al., 2008). En 
effet, avant les années 2010, la différenciation en routine entre S. aureus et SCN s’effectuait 
par la réalisation de tests rapides dit « tests au latex ». Ces tests d'agglutination, designés pour 
l’identification rapide de S. aureus, contiennent des particules de latex sensibilisées par du 
fibrinogène et des immunoglobulines G (IgG) afin de détecter respectivement la coagulase liée 
(clumping factor A [ClfA]) et la protéine A, et pour certains, des anticorps monoclonaux 
spécifiques dirigés contre les polysaccharides capsulaires cinq et huit de S. aureus.  
S. lugdunensis ne possède pas de protéine A mais produit une protéine de liaison au fibrinogène 
(fibrinogen binding protein of S. lugdunensis [Fbl]) qui peut être à l’origine de faux positifs lors 
Staphylococcus lugdunensis 
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de la réalisation des tests d’agglutination ; il peut être ainsi confondu avec S. aureus 
(Marlinghaus et al., 2012). Par ailleurs, si par ce test S. lugdunensis était bien classé en SCN, 
son identification au rang d’espèce en routine n’était alors que peu fréquemment effectuée, les 
SCN contaminant régulièrement les prélèvements du fait de leur réservoir naturel cutané et les 
méthodes conventionnelles d’identification étant complexes (techniques biochimiques). 
 
1.2.1. Méthodes biochimiques  
D’un point de vue biochimique, les souches de S. lugdunensis se distinguent des autres SCN 
par la production d’ornithine décarboxylase (ODC) et de pyrrolidonyl arylamidase (PYR), 
ainsi que par la fermentation du mannose (Schnitzler et al., 1998).  
L’identification peut également s’effectuer via des galeries d’identification destinées aux 
espèces du genre Staphylococcus sp. qui permettent l’exploration d’un plus grand nombre de 
caractères biochimiques, telles que les galeries manuelles API® ou automatisées VITEK® 
(bioMérieux). Cependant, des erreurs d’identification à l’espèce variant de 5,9%, à 29,4% 
peuvent survenir selon les systèmes utilisés (Mateo et al., 2005).  
 
1.2.2. Spectrométrie de masse MALDI-TOF 
L’identification en routine de S. lugdunensis a été révolutionnée par l’implantation de la 
technique d’identification de type spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionisation - Time Of Flight) dans de nombreux laboratoires de Bactériologie dans 
les années 2010 (Patel, 2013). Cette méthode fiable, rapide et peu coûteuse, a conduit à 
l’identification exhaustive au rang d’espèce des SCN isolés dans les prélèvements cliniques, 
entraînant ainsi une augmentation de la fréquence d’identification de S. lugdunensis (Argemi et 
al., 2015; Elamin et al., 2015).  
 
1.2.3. Méthodes de biologie moléculaire 
La première approche d’identification consiste en l’amplification et le séquençage d’un 
fragment interne (~ 931 nucléotides) du gène gap (codant la glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase), présent chez tous les staphylocoques mais possédant une région variable selon 
les espèces. Une étude a proposé le séquençage de ce gène comme outil moléculaire alternatif 
au séquençage de l’ADN ribosomal 16S (ADNr 16S) pour l’analyse taxonomique des espèces 
du genre Staphylococcus et pour limiter les erreurs d'identification (Ghebremedhin et al., 2008).  
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1.3. Habitat 
Chez l’homme 
S. lugdunensis est un constituant normal de la flore cutanée humaine. Il colonise 
préférentiellement certaines régions, comme les plis inguinaux, la région périnéale et les 
extrémités des membres inférieurs (Bieber and Kahlmeter, 2010; Frank et al., 2008; Ho et al., 
2015; van der Mee-Marquet et al., 2003). Aucune donnée ne permet cependant de dire si  
S. lugdunensis colonise ces zones de manière permanente ou transitoire. 
Une étude a évalué sur une période de trois mois la prévalence du portage cutané de  
S. lugdunensis par écouvillonnage des plis inguinaux gauche et droit chez 140 patients 
consécutifs consultant aux urgences d’un centre hospitalier à Tours (van der Mee-Marquet et 
al., 2003). Au total, 22% des patients étaient porteurs de S. lugdunensis dans cette zone. Le 
portage au niveau des deux plis inguinaux était fréquent (68% des porteurs). La fréquence de 
portage ne différait pas en fonction du sexe (23% de femmes et 19% d’hommes), de l’âge ni de 
l'indice de masse corporelle.  
Une seconde étude, menée dans le comté de Kronoberg en Suède, a analysé la flore cutanée de 
75 sujets en bonne santé à partir de prélèvements effectués au niveau des fosses nasales, des 
aisselles, du périnée, de l'aine, des plis sous les seins, des orteils et du lit de l'ongle du premier 
orteil ; 525 écouvillons ont ainsi été obtenus (Bieber and Kahlmeter, 2010). Le portage de  
S. lugdunensis a été identifié chez 50 des 75 sujets (66,7%), de façon significativement 
supérieure à celui de S. aureus identifié chez 16 sujets (21,3%).  De façon intéressante, les 
niches de ces deux espèces étaient nettement différentes. S. aureus était principalement retrouvé 
en portage nasal (18,7% des sujets contre 9,3% pour S. lugdunensis), alors que S. lugdunensis 
colonisait préférentiellement les régions inguinales, axillaires et les membres inférieurs, en 
particulier le lit de l'ongle du premier orteil (Tableau 1).  
Comme suggéré par Böcher et al., S. lugdunensis pourrait être un commensal des zones 
possédant des glandes sudoripares apocrines, à savoir les aisselles,  la région ano-génitale, les 
conduits auditifs, les paupières et les aréoles mammaires (Böcher et al., 2009). Ces niches 
privilégiées pourraient expliquer pourquoi ces zones apparaîssent parmi les sites les plus 
fréquents d’infection à S. lugdunensis, alors que cette espèce est, au contraire des autres SCN, 
un contaminant peu commun des hémocultures (Bieber and Kahlmeter, 2010). 
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Tableau 1. Répartition des sites de portage de S. lugdunensis et  S. aureus chez des sujets en bonne 
santé (Bieber and Kahlmeter, 2010). 
 
Chez l’animal 
Même si peu de données existent chez l’animal, S. lugdunensis a été isolé en situation de portage 
chez le chien et chez les ovins et caprins (Beck et al., 2012; Davis et al., 2013; Kasprowicz et 
al., 2011). Il a également été décrit comme responsable d'infections chez les animaux de 
compagnie (principalement les chiens, mais aussi les chats et les oiseaux), telles des infections 
des voies respiratoires ou d’autres tissus profonds (Rook et al., 2012). Comme S. aureus,  
S. lugdunensis a été isolé dans du lait de chèvre dans un contexte de mammite (Deinhofer and 
Pernthaner, 1995). 
 
1.4. Données génomiques  
Le séquençage complet du génome de S. lugdunensis a été effectué pour la première fois en 
2010 pour la souche HKU09-01 isolée d’un prélèvement de pus obtenu par écouvillonnage 
(Tse et al., 2010). Une deuxième équipe a ensuite séquencé le génome de la souche S. 
lugdunensis N920143 isolée d’un abcès de sein, et identifié des gènes codant putativement des 
facteurs de colonisation et de virulence (Heilbronner et al., 2011). En 2017, sept nouveaux 
génomes ont été séquencés, pour des souches de S. lugdunensis isolées d’un contexte infectieux 
(n = 6) et de portage (n = 1) (Argemi et al., 2017b).  
Une étude récente portant sur l’analyse comparative des 15 génomes de S. lugdunensis présents 
dans la base de données NCBI (National Center for Biotechnology Information) a montré que 
la taille du génome varie de 2,5 à 2,7 Méga paires de bases (Mpb) avec un pourcentage de GC 
allant de 33,7% à 33,9% (Argemi et al., 2018). Les génomes contenaient entre 2397 et 2584 
séquences codantes.  
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S. lugdunensis possède un pan-genome (ensemble des gènes décrits chez l’espèce) fermé, 
atteignant 3000 gènes après l’inclusion des 15 génomes ; en cela il est différent des espèces  
S. aureus et Staphylococcus epidermidis qui possèdent un pan-genome ouvert d’environ 3800 
gènes après analyse d’un nombre comparable de génomes. Le core-genome (ensemble des 
gènes communs à toutes les souches de l’espèce) est quant à lui similaire entre les espèces, se 
limitant à environ 2000 gènes. Le core-genome de S. lugdunensis représente environ 70% du 
pan-genome, et a la particularité d’être très conservé, avec une identité nucléotidique moyenne 
entre les souches de 99,5 à 99,9% (Argemi et al., 2018). Une comparaison des séquences 
codantes de la souche S. lugdunensis N920143 avec celles d’autres espèces staphylococciques 
a mis en évidence qu’elle présentait le plus d’identité avec Staphylococcus haemolyticus 
(78,3%), puis avec S. aureus (77,8%) et S. epidermidis (74,7%) (Heilbronner et al., 2011).  
L’identification de plusieurs systèmes de barrière au transfert horizontal de gènes pourrait 
expliquer le pan-genome fermé de S. lugdunensis, comme des systèmes CRISPR (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas, de toxine/antitoxine et de restriction-
modification. Malgré la présence de ces sytèmes, des éléments génétiques mobiles ont été mis 
en évidence, cinq souches possèdant des plasmides et six des prophages (Argemi et al., 2018). 
Il existe à ce jour sur la base de données NCBI seulement 26 séquences génomiques de  
S. lugdunensis, dont 17 correspondent à des génomes complets circularisés (Figure 3). 
 
Figure 3. Relations phylogénétiques entre les 26 génomes des souches de S. lugdunensis publiés sur 
NCBI au 01 Mai 2019. Dendrogramme réalisé à partir d’un BLAST génomique 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=staphylococcus+lugdunensis). 
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1.5. Sensibilité aux antibiotiques 
S. lugdunensis est généralement considéré comme étant très sensible aux antibiotiques, à la 
différence des autres SCN. En effet, au cours des décennies précédentes, une diminution 
continue de la sensibilité envers la plupart des antibiotiques disponibles a été enregistrée pour 
les SCN, notamment pour les principales espèces impliquées en pathologie humaine comme  
S. epidermidis ou S. haemolyticus, liée à la pression de sélection des antibiotiques dans 
l'environnement hospitalier (Becker et al., 2014). Le pourcentage de résistance de ces espèces 
concerne actuellement plus de 90% des isolats pour la pénicilline G, environ 80% pour la 
méticilline, et de façon variable plus de 50% pour les autres classes thérapeutiques comme les 
fluoroquinolones, les macrolides-lincosamides, et les aminosides (Becker et al., 2014). 
β-lactamines 
Le taux de résistance de S. lugdunensis à la pénicilline G liée à l’acquisition d’une pénicillinase 
plasmidique (gène blaZ) varie considérablement selon les études publiées. Deux études 
rétrospectives récentes ont mis en évidence un taux de résistance de 48% (476/993 isolats) aux 
Etats-Unis (McHardy et al., 2017) et de 69% (33/48 isolats) à Taiwan (Lin et al., 2015). Outre 
une différence d’écologie locale, ces discordances sont probablement liées à des problèmes 
méthodologiques de détection de pénicillinase (discordances entre les méthodes de diffusion en 
milieu gélosé et les méthodes automatisées en milieu liquide) (McHardy et al., 2017).  
Le deuxième mécanisme de résistance aux β-lactamines est l’acquisition d’un élément 
génétique mobile nommé staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec). Cette cassette 
contient notamment le gène mecA codant la protéine de liaison aux pénicillines (PLP) 2a de 
faible affinité pour les β-lactamines. Ce mécanisme de résistance est particulièrement redouté 
en clinique puisqu’il confère une résistance à presque l’ensemble des antibiotiques de la famille 
des β-lactamines, dont la méticilline. Quatre types de cassettes ont été décrites chez  
S. lugdunensis (SCCmec types II, IV, V et Vt) (Cheng et al., 2015; Yeh et al., 2016). De façon 
étonnante, le taux de résistance à la méticilline est particulièrement peu élevé chez  
S. lugdunensis. Dans une étude internationale, seuls huit % des isolats de S. lugdunensis étaient 
catégorisés comme résistants à la méticilline (22 isolats sur les 280 testés), taux le plus bas 
observé parmi l’ensemble des SCN analysés (Sader and Jones, 2012). Cependant, des études 
asiatiques récentes ont décrit l’émergence de souches résistantes à la méticilline : 21% (10/48) 
selon Lin et al. (Lin et al., 2015) et 32% (26/81) des souches isolées dans un contexte 
d’infections associées aux soins selon Yeh et al. (Yeh et al., 2016).  
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Glycopeptides 
Aucune résistance acquise aux glycopeptides n’a été décrite à ce jour chez S. lugdunensis. 
Cependant, un phénomène de tolérance aux glycopeptides a été mis en évidence pour un grand 
nombre de souches de l’espèce. Il s’agit d’un défaut de l’activité bactéricide alors que l’activité 
bactériostatique est conservée (Frank et al., 2008). Dans une première étude, ce phénomène 
concernait 93% des 15 souches de S. lugdunensis étudiées, la tolérance à la vancomycine étant 
définie par un rapport concentration minimale bactéricide (CMB) / concentration minimale 
inhibitrice (CMI) ≥ 32 (Frank et al., 2007).  
Bourgeois et al. ont rapporté des résultats similaires lorsque l’activité bactéricide de la 
vancomycine et de la teicoplanine était évaluée par dénombrement des bactéries survivantes 
après six heures et 24 heures d’exposition (Bourgeois et al., 2007). Parmi les 13 isolats de  
S. lugdunensis étudiés, six étaient tolérants à la vancomycine ou à la teicoplanine, présentant 
une réduction du compte bactérien par rapport à l’inoculum initial inférieure à trois unités 
logarithmiques après 24 heures d’exposition. Pour les sept autres, une bactéricidie faible et 
retardée des glycopeptides était observée par rapport aux autres expèces de SCN (Figure 4).  
 
 
Figure 4. Activité bactéricide comparative des glycopeptides après six et 24 heures d'exposition à dix 
fois la CMI vis-à-vis d’isolats de staphylocoques à coagulase négative (SCN) (Bourgeois et al., 2007). 
L’activité bactéricide est significativement diminuée vis-à-vis des 13 isolats de S. lugdunensis 
comparativement aux autres espèces de SCN (P < 0,05). 
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Les mécanismes à l’origine de cette perte de bactéricide des glycopetides chez S. lugdunensis 
restent non élucidés. Des travaux menés pour d’autres espèces bactériennes ont suggéré 
l’implication d’une altération des systèmes régulateurs de l'autolyse ou des modifications de la 
composition de la paroi cellulaire dans la tolérance aux antibiotiques (Bourgeois et al., 2007). 
Chez les entérocoques, la tolérance à la vancomycine peut être liée à l’activité de la superoxyde 
dismutase, phénomène qui dépend de la source d'énergie et du catabolisme de l’arginine 
(Ladjouzi et al., 2015). 
Bien que le recours aux glycopeptides reste rare dans le traitement des infections à  
S. lugdunensis, ce phénomène est préoccupant du fait de l’émergence de clones résistants à la 
méticilline ; son impact clinique mériterait d’être évalué in vivo dans des modèles animaux. 
 
Autres familles d’antibiotiques 
L’acquisition de résistances à d’autres familles d’antibiotiques a également été rapportée. Seule 
la résistance à la fosfomycine semble relativement prévalente (43% des souches selon une 
étude), alors que la résistance à d’autres molécules est sporadique, comme l'érythromycine (de 
sept à 33% selon les études), l'acide fusidique, le co-trimoxazole et les fluoroquinolones  dans 
moins de cinq % des cas (Argemi et al., 2017c; Lin et al., 2015; Tan et al., 2008; Wu et al., 
2011).  
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2. Infections à S. lugdunensis 
2.1. Données générales 
2.1.1. Une place particulière au sein du genre Staphylococcus 
Au sein du genre Staphylococcus sp., S. aureus est un composant facultatif de la flore 
cutanéomuqueuse normale, alors que les SCN sont des composants obligatoire de la flore 
cutanée. S. aureus est à l’origine d’infections humaines pouvant être très sévères, y compris 
chez le sujet sain (Rosenstein and Götz, 2013; Tong et al., 2015). Au contraire, les SCN sont 
classiquement réputés beaucoup moins pathogènes, sauf en contexte particulier : terrains 
fragilisés (nouveau-nés, neutropénie, grands brûlés…) ou présence de matériel étranger 
(cathéters, prothèses…) (Becker et al., 2014; Rosenstein and Götz, 2013). 
Rapidement après sa description en 1988 (Freney et al., 1988), plusieurs observations cliniques 
ont mis en évidence le pouvoir pathogène particulier de S. lugdunensis, plus proche de celui de 
S. aureus que de celui des autres SCN en termes d’aggressivité tissulaire et d’évolution clinique 
(Frank et al., 2008). De plus, la signification clinique de son isolement en culture a été montrée 
élevée, variant de 86% (Kleiner et al., 2010) à 91% (Tan et al., 2006) dans des études 
rétrospectives, et ce de façon très supérieure aux autres espèces de SCN (par exemple, 52% et 
21 % pour S. epidermidis et Staphylococcus capitis respectivement) (Tan et al., 2006). Une 
étude récente a cependant pondéré cette implication, avec un taux de significativité de 37,2%, 
probablement en lien avec le caractère prospectif de l’étude (Argemi et al., 2017c). Il a ainsi été 
proposé une classification lui conférant un statut unique au sein des SCN, dans une position 
intermédiaire entre S. aureus et le groupe S. epidermidis (Figure 5) (Becker et al., 2014).  
 
Figure 5. Classification des staphylocoques en fonction des données cliniques et épidémiologiques 
(Becker et al., 2014). La coagulase libre est à la base de cette classification, en tant que facteur de virulence 
majeur. 
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2.1.2. Des données essentiellement rétrospectives 
L’implication de S. lugdunensis en infectiologie est surtout connue à travers la description de 
cas cliniques, témoignant du caractère agressif et destructeur de la bactérie dans certaines 
infections comme des endocardites infectieuses (EI) (Ishiekwene et al., 2017; Vandenesch et 
al., 1993a), ou à partir d’études à plus large échelle mais essentiellement rétrospectives et 
monocentriques (Lourtet-Hascoët et al., 2016; McHardy et al., 2017; Nesher et al., 2017; Non 
and Santos, 2017; Yeh et al., 2016). Ces études ont montré que S. lugdunensis est 
principalement responsable d’infections de la peau et des tissus mous (IPTM).  
Une seule étude prospective a été menée (nommée VISLISI), réalisée sur une période de trois 
ans à l'hôpital universitaire de Strasbourg (Argemi et al., 2017c). A la différence des études 
rétrospectives publiées, cette étude monocentrique a mis en évidence un taux élevé d’infections 
ostéo-articulaires (IOA) (35%), comparativement aux IPTM (28%) (Figure 6).  
 
Figure 6. Recrutement de patients ayant des échantillons positifs à S. lugdunensis au cours de l’étude 
prospective menée à l’hôpital de Strasbourg (Argemi et al., 2017c). Cette étude a mis en évidence un fort 
taux d’infections ostéo-articulaires liées à cette espèce.  
 
Ainsi, les principales infections causées par S. lugdunensis sont des IPTM, des IOA et des 
bactériémies fréquemment associées à des EI.  
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Les IPTM liées à S. lugdunensis sont majoritairement localisées au niveau de la ceinture 
pelvienne, des seins et des membres inférieurs (particulièrement les orteils), en lien avec son 
habitat naturel (Arias et al., 2010; Bellamy and Barkham, 2002; Böcher et al., 2009). La 
distinction entre colonisation et infection n’est ainsi pas toujours évidente, d’autant que  
S. lugdunensis n’est retrouvé en culture pure que dans environ la moitié des prélèvements 
(Böcher et al., 2009; Herchline and Ayers, 1991). 
La plupart de ces IPTM ne sont pas sévères et ont une évolution favorable. Le traitement repose 
sur une antibiothérapie à laquelle doit cependant souvent être associée une mise à plat des abcès 
par drainage ou incision chirurgicale (Arias et al., 2010; Heldt Manica and Cohen, 2017). 
Certains cas d’infections invasives ont malgré tout été rapportés, comme des fasciites 
nécrosantes nécessitant un débridement chirurgical et une antibiothérapie en urgence (Figure 7) 
(Böcher et al., 2009; Delaunay et al., 2014; Hung et al., 2012).  
 
2.3. Infections ostéo-articulaires 
L’implication de S. lugdunensis dans les IOA a tout d’abord été évoquée par la description de 
cas d’ostéomyélites (Herchline and Ayers, 1991; Murdoch et al., 1996), d’arthrites septiques 
(Mei-Dan et al., 2008) et d’infections sur matériel (Herchline and Ayers, 1991; Shah et al., 
2010; Weightman et al., 2000). Des études plus récentes prospectives (Argemi et al., 2017c) et 
rétrospectives (Douiri et al., 2016; Lourtet-Hascoët et al., 2016; Seng et al., 2017) ont souligné 
le rôle important de S. lugdunensis dans ces IOA, en particulier dans les infections sur matériel.  
Une étude a comparé les caractéristiques cliniques et bactériologiques de 25 cas consécutifs 
d’IOA sur prothèses (principalement de genoux [PTG] et de hanche [PTH]) à S. lugdunensis, 
S. aureus et S. epidermidis (Lourtet-Hascoët et al., 2016). S. lugdunensis était reponsable de 
plus d’infections sur PTG (57%) que sur PTH (36%), comme suggéré précédemment par Shah 
et al. (Shah et al., 2010). De façon intéressante, les caractéristiques cliniques des infections du 
groupe S. lugdunensis étaient plus proches de celles de S. aureus que de celles du groupe  
S. epidermidis. Notamment, significativement plus de signes cliniques (douleur, fièvre et signes 
d'inflammation locale) étaient observés dans les groupes S. lugdunensis et S. aureus, le délai 
d’apparition des symptômes post-chirurgicaux était plus précoce (12 semaines en moyenne 
pour S. lugdunensis, 44 semaines pour S. aureus et 84 semaines pour S. epidermidis), et le taux 
de rechute plus élevé (11% et 17% pour S. lugdunensis et S. aureus respectivement, contre trois 
% pour S. epidermidis) (Tableau 2)  (Lourtet-Hascoët et al., 2016).  
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Tableau 2. Comparaison des données cliniques et microbiologiques de patients atteints d'infections 
ostéo-articulaires sur prothèse à S. lugdunensis, S. aureus et S. epidermidis (Lourtet-Hascoët et al., 2016). 
 
L’implication de S. lugdunensis dans les IOA semble liée à la capacité des souches à former du 
biofilm. En effet, l’ensemble des 28 souches responsables d’IOA de l’étude prospective 
VISLISI dont la capacité à produire du biofilm a été évaluée par la technique de Biofilm Ring 
Test® produisaient du biofilm dès six heures, avec une immobilisation complète des billes 
magnétiques pour 89% d’entre elles (Argemi et al., 2017d). Ces résultats impactent ainsi 
directement la prise en charge de ces infections, justifiant l'utilisation immédiate d'antibiotiques 
lors d'un remplacement de prothèse en un temps.  
D’autre part, a été rapportée une récidive d’infection sur PTG à S. lugdunensis chez une femme 
de 70 ans (Argemi et al., 2017a). Le premier épisode, lié à une souche de S. lugdunensis multi-
sensible, a été traité avec succès par débridement associé à une antibiothérapie de trois mois 
comprenant de l'ofloxacine et de la rifampicine. Dix-sept mois plus tard, la patiente a présenté 
les signes cliniques d’une seconde infection. Les prélèvements réalisés ont permis d’isoler une 
souche de S. lugdunensis de phénotype SCV (Figure 1), devenu résistante à certains 
antibiotiques (fluoroquinolones et amikacine). Le typage effectué sur les isolats des deux 
épisodes par MultiLocus Sequence Typing a identifié un même génotype, illustrant la capacité 
de S. lugdunensis à « switcher » d’un état métabolique normal à ralenti sous pression 
antibiotique (Argemi et al., 2017a). 
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2.4. Bactériémies et endocardites infectieuses 
Depuis sa description comme agent causal de bactériémies et d’EI en 1989 (Etienne et al., 1989; 
Fleurette et al., 1989), de nombreux rapports de cas ont confirmé un comportement 
particulièrement agressif et destructeur de S. lugdunensis en cas d’EI, fait inhabituel pour un 
SCN (Anguera et al., 2005; Liang et al., 2012; Vandenesch et al., 1993a). 
 
Bactériémies 
S. lugdunensis est un agent infectieux rarement responsable de bactériémie. Une étude 
prospective multicentrique japonaise a rapporté un taux de bactériémies liées à S. lugdunensis 
de 0,28%, soit 2,49% des bactériémies à SCN (Ainoda et al., 2017). Il représente la 7ème espèce 
de SCN isolée de bactériémies dans une étude mondiale menée en 1997 (0,3% des bactériémies 
à SCN), loin derrière S. epidermidis (30,3%) (Pfaller et al., 1999). L’incidence des bactériémies 
à S. lugdunensis a par ailleurs été évaluée à 5,6 cas pour 100 000 admissions (soit 0,26% des 
bactériémies à SCN) dans une étude rétrospective menée sur dix ans en Corée du Sud (Choi et 
al., 2010). Une étude plus récente menée rétrospectivement sur une période de neuf ans dans 
un hôpital de Washington a rapporté, quant à elle, une incidence trois fois plus élevée, sûrement 
du fait des caractéristiques de cohortes et de méthodologies différentes (Non and Santos, 2017). 
Les cathéters veineux ou autres dispositifs implantés sont les portes d’entrée les plus 
fréquemment identifiées lors de bactériémies à S. lugdunensis (Choi et al., 2010; Zinkernagel 
et al., 2008). 
 
Endocardites infectieuses 
La particularité des bactériémies à S. lugdunensis est la fréquence importante des endocardites 
qui y sont associées. Ce taux varie cependant grandement en fonction des études, probablement 
du fait que les critères retenus pour diagnostiquer une EI (certaine ou possible) ne sont pas 
toujours les mêmes. Parmi les études rétrospectives menées, ce taux était de 9,8% (quatre EI 
sur 41 bactériémies) dans un établissement à Taiwan (Lin et al., 2015), 27% (trois EI sur 11 
bactériémies) dans un établissement néo-zélandais (Liang et al., 2012) et 46% (13 EI sur 28 
bactériémies) dans trois centres hospitaliers en Suisse (Zinkernagel et al., 2008). Cette 
proportion semble être similaire à celle des EI survenant chez des patients bactériémiques à S. 
aureus, et bien supérieure à celle liée aux autres SCN (Non and Santos, 2017). Dans une étude 
rétrospective menée sur 20 ans à la Mayo Clinic, S. lugdunensis représentait d’ailleurs 18% des 
SCN responsables d’EI, et 44% des SCN en cas d’EI sur valve native (Patel et al., 2000).  
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Des revues de la littérature ont confirmé la particularité de S. lugdunensis à causer des 
endocardites sur valves natives (de 77% à 81% des cas), taux très supérieur aux autres SCN 
(Anguera et al., 2005; Liu et al., 2010). Celles-ci impliquent surtout la valve mitrale, et sont 
associées à des complications fréquentes, telles qu’une insuffisance cardiaque, la formation 
d'abcès et des embolies. En comparaison, les EI sur valve prothétique ou pacemaker sont moins 
fréquentes, et associées à une atteinte de la valve aortique et à une mortalité plus élevée 
(Anguera et al., 2005).  
Certaines études ont mis en évidence la prédominance de l’acquisition communautaire de ces 
EI à S. lugdunensis, à la différence des autres SCN. Par exemple, 67% des 67 cas étaient 
d’origine communautaire dans la méta-analyse de Liu et al. (Liu et al., 2010), comme dans les 
études de Choi et al. (trois cas sur cinq) et Zinkernagel et al. (13 cas sur 13) (Choi et al., 2010; 
Zinkernagel et al., 2008). 
Les EI à S. lugdunensis se caractérisent par une évolution souvent destructrice (Ishiekwene et 
al., 2017; Sabe et al., 2014) associée à une mortalité lourde, évaluée selon les études à 39% (26 
sur 67) (Liu et al., 2010), 42% (29 sur 69) voir 50% (cinq sur dix) (Tableau 3) (Anguera et al., 
2005). Ce taux de mortalité est significativement supérieur à celui des endocardites à S. aureus, 
qui varie selon les études de 7,1% (Anguera et al., 2005) à 20% (Miro et al., 2005), et à celui 
des endocardites à S. epidermidis évalué à 20% (Tableau 3) (Anguera et al., 2005).  
Le recours à la chirurgie est souvent nécessaire, s’élevant à 70% pour les infections à  
S. lugdunensis versus 20% pour les infections à S. aureus (Tableau 3) (Anguera et al., 2005). Le 
traitement antibiotique seul est ainsi rarement efficace dans ce type d’infection, consistant 
même en un facteur de risque indépendant de mortalité (Liu et al., 2010). 
 
 
Tableau 3. Taux de chirurgie et mortalité selon l'espèce de staphylocoque identifiée parmi les cas 
d'endocardites diagnostiqués durant une étude prospective menée dans deux centres hospitaliers 
espagnols (1990-2003) (Anguera et al., 2005).  
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2.5.  Autres infections 
S. lugdunensis est également responsable d’autres d’infections diverses, mais de façon plus 
sporadique. Il a ainsi été décrit comme impliqué dans : 
- Des infections du système nerveux central, comme des méningites liées à des infections 
de dérivations ventriculo-péritonéales ou survenant après une ventriculostomie 
endoscopique (Elliott et al., 2001; Kaabia et al., 2002; Sandoe and Longshaw, 2001), et des 
abcès cérébraux (Fleurette et al., 1989; Matas et al., 2015). 
- Des infections urinaires : une étude prospective américaine a tout d’abord identifié  
S. lugdunensis comme représentant six % des SCN isolés d’urocultures, mais jamais en 
culture pure ; ce qui rend difficile son imputabilité en tant qu’uropathogène (Haile et al., 
2002). Deux cas d’infections urinaires avérées ont ensuite été rapportés, mais survenant sur 
des terrains particuliers (cystocèle et reflux vésico-urétéral) (Casanova-Roman et al., 2004; 
Perez et al., 2015). 
- Des infections oculaires, à type d’endophtalmies (Figure 8) (Bannerman et al., 1997; 
Garoon et al., 2018) et de kératites suppuratives (Pinna et al., 1999). 
- D’autres infections profondes, telles des péritonites (notamment chez des patients sous 
dialyse péritonéale) (Ludlam and Phillips, 1989; Schnitzler et al., 1998) ou des abcès 
profonds (pulmonaires, ostéo-articulaires, abdominaux…) (Argemi et al., 2017c; Chou and 
Lee, 2017). 
 
Figure 8. Photographie d’une endophtalmie à S. lugdunensis avec hypopion (Garoon et al., 2018). Le 
patient a présenté cette infection dix jours après une chirurgie de la cataracte.  
S. lugdunensis est donc à la fois un commensal cutané et un agent pathogène responsable 
d'infections nosocomiales et communautaires. Décrit comme un "loup déguisé en agneau" 
(Davis et al., 2013), S. lugdunensis se comporte à bien des égards d’avantage comme S. aureus 
que comme les autres SCN, en présentant un degré de virulence élevé. Il est responsable 
majoritairement d’IPTM ; sa responsabilité dans les IOA est apparue plus récemment dans la 
littérature. Les EI liées à cette espèce sont rares mais particulièrement destructrices et létales.  
Le traitement de ces infections repose sur une antibiothérapie, fréquemment associée à un geste 
chirurgical. Même si la résistance aux antibiotiques ne pose aujourd’hui pas de problème en 
clinique, l’émergence de clones résistants à la méticille en Asie est préoccupante.  
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3. Facteurs de virulence 
Quelques équipes se sont attachées à identifier les mécanismes qui sous-tendent la pathogénicité 
particulière de S. lugdunensis. Un certains nombre de facteurs de virulence ont ainsi été décrits, 
certains avérés et caractérisés d’un point de vue fonctionnel, alors que d’autres identifiés d’un 
point de vue moléculaire et/ou protéique restent putatifs. 
Sont rapportés ci-après les principaux facteurs de virulence décrits, en fonction de leur(s) rôle(s) 
avéré(s) ou putatif(s) dans la virulence de S. lugdunensis. 
 
3.1. Protéines d’adhésion  
L'adhésion initiale des bactéries aux tissus de l’hôte constitue dans la plupart des processus 
infectieux une étape cruciale, une condition préalable à la formation de biofilm et/ou à 
l’invasion cellulaire (Foster et al., 2014; Josse et al., 2017). Cette aptitude est médiée par des 
protéines de surface nommées adhésines, capables de se lier aux protéines plasmatiques, à des 
récepteurs présents à la surface des cellules hôtes ou à des molécules de la matrice extra-
cellulaire. Cette dernière est un réseau complexe composé de nombreux composants tels que 
les collagènes, les protéoglycanes, les laminines ou encore la fibronectine (Mouw et al., 2014).  
La plupart des adhésines staphylococciques sont des protéines ancrées de manière covalente à 
la paroi cellulaire. D’un point de vue structural, elles contiennent plusieurs domaines protéiques 
essentiels (Figure 9) (Foster et al., 2014; Yu et al., 2018): 
- en région N-terminale, un peptide signal qui contient un motif de type YSIRK/GXXS 
d’adressage au système de sécrétion Sec, permettant la translocation de la protéine du 
cytoplasme à la paroi, 
- un ou plusieurs domaines de liaison aux composants-cibles,  
- en région C-terminale, un signal de sortie qui comprend un motif de clivage par les sortases 
A (LPXTG) ou B (NPQTN), suivi par un domaine hydrophobe et une queue chargée 
positivement ; les deux derniers sous-domaines retiennent la protéine dans la membrane 
lors de la sécrétion permettant à la sortase d'exercer sa fonction de transpeptidase et 
d’ancrer la protéine de façon covalente au peptidoglycane (PG). 
Les adhésines sont divisées en quatre groupes sur la base de motifs définis par des analyses 
structurales et fonctionelles (Figure 9) (Foster et al., 2014). Le groupe le plus prévalent est celui 
des microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMMs), 
défini par la présence de domaines de type IgG-like reliés en tandem médiant l’attachement aux 
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composants de la matrice extra-cellulaire (Foster et al., 2014). D'après les analyses génomiques, 
S. aureus possède environ 20 MSCRAMMs et S. epidermidis environ 12 (Otto, 2018). 
 
Figure 9. Classification des protéines staphylococciques ancrées à la paroi en quatre groupes sur la 
base des motifs structuraux (Foster et al., 2014). Les protéines contiennent toutes un peptide signal en 
région N-terminale, une région enchassée dans la paroi et un signal de sortie en région C-terminale.  
 
La capacité de S. lugdunensis à provoquer des EI et des infections sur matériel suggère sa 
capacité à adhérer aux tissus et aux protéines de l’hôte. Cette capacité a été confirmée par 
l’étude de Paulsson et al. rapportant que la plupart des souches de S. lugdunensis se lient in 
vitro aux collagènes et aux IgG, et dans une moindre mesure au fibrinogène, à la fibronectine, 
à la vitronectine et à la laminine (Paulsson et al., 1993). Cependant, contrairement aux 
connaissances étendues sur les adhésines de S. aureus, on sait peu de choses sur leurs 
homologues chez S. lugdunensis. L’analyse du génome de la souche S. lugdunensis N920143 a 
révélé que celle-ci possédait les gènes codant les sortases A et B, qui pourraient ancrer de 
manière covalente respectivement 11 protéines ayant un motif LPXTG et deux protéines ayant 
un motif NPQTN (Heilbronner et al., 2011). Seules deux de ces protéines, appartenant à la 
famille des MSCRAMMs, ont été caractérisées à ce jour. Il s’agit de la protéine de liaison au 
fibrinogène Fbl (Mitchell et al., 2004; Nilsson et al., 2004a) et de la protéine de liaison au 
facteur von Willebrand vWbl (Nilsson et al., 2004b).  
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3.1.1. La protéine de liaison au facteur von Willebrand (vWbl) 
Le facteur von Willebrand (vWf) est une glycoprotéine volumineuse présente dans le plasma et 
dans les granules des plaquettes et des cellules endothéliales. Il joue un double rôle essentiel 
dans l'hémostase. Tout d’abord, en cas de lésions vasculaires, il se lie au collagène exposé du 
sous-endothélium et favorise l'adhésion et l'agrégation des plaquettes. D’autre part, il se lie et 
stabilise le facteur VIII de la coagulation (Nilsson et al., 2004b). 
La protéine de liaison au vWf de S. lugdunensis, appelée vWbl (von Willebrand factor-binding 
protein of S. lugdunensis), a été découverte en 2004. Elle est codée par le gène vwbl (Nilsson 
et al., 2004b). Ce gène a été initialement identifié chez l’ensemble des 12 souches de  
S. lugdunensis analysées (Nilsson et al., 2004b), puis une étude ne l’a identifié que chez 81,6% 
des 38 souches testées (Giormezis et al., 2015). 
 
Organisation protéique de vWbl 
La protéine vWbl est une protéine de surface de 2060 acides aminés, qui n'a d’homologie 
structurelle avec aucune des MSCRAMMs de S. aureus. Elle a cependant une organisation 
typique des protéines de surface, à savoir (Figure 10) (Nilsson et al., 2004b): 
- un peptide signal en région N-terminale (contenant un motif YSIRK), 
- une région A contenant un motif RGD (arginine-glycine-aspartate), motif présent chez 
de nombreuses protéines de surface et de liaison aux intégrines, 
- une région R comprenant dix motifs répétés de 67 acides aminés chacun (mais qui peut 
varier en longueur en fonction des souches), et contenant un domaine de liaison minimal 
putatif au vWf de 24 acides aminés, 
- un motif d’ancrage à la paroi (LPETG) en région C-terminale.  
 
 
Figure 10. Domaines protéiques de la protéine de liaison au facteur von Willebrand vWbl de S. 
lugdunensis (Heilbronner et al., 2013). La protéine comporte un peptide signal (S), une région contenant un 
motif RGD (arginine-glycine-aspartate), un domaine de liaison au facteur von Willebrand composé de motifs 
répétés, et un motif de sortie LPETG. 
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Rôle de la liaison au vWf dans la virulence in vitro 
Nilsson et al. ont montré qu’une protéine recombinante de la protéine de surface vWbl de  
S. lugdunensis médie la liaison au vWf soluble et immobilisé, et que des anticorps anti-vWbl 
ou anti-vWf inhibent cette liaison (Nilsson et al., 2004b).  
Le rôle de cette protéine dans la liaison au vWf est cependant remis en cause par une étude 
récente, puisque des mutants de la souche S. lugdunensis N920143 délétée des gènes vwbl ou 
de sortase A (srtA) ne présentent pas de différence dans la liaison in vitro au vWf par rapport à 
la souche sauvage (Liesenborghs et al., 2016). Ainsi, selon les auteurs, soit vWbl ne représente 
pas une protéine fonctionnelle liant le vWf, soit la protéine n’était pas exprimée dans leurs 
conditions expérimentales ; dans les deux cas, l'adhésion au vWf dans leur étude était influencée 
par un facteur qui reste inconnu. 
L’interaction de S. lugdunensis avec le vWf pourrait jouer un rôle essentiel dans l'attachement 
bactérien à des lésions vasculaires ; cette liaison pourrait être l’une des étapes initiales 
essentielles au développement des endocardites. Cependant, pour que la liaison à l’endothélium 
vasculaire soit efficace, les bactéries ont besoin de résister aux forces de cisaillement du sang, 
et particulièrement au niveau des valves cardiaques qui sont exposées à des forces de 
cisaillement considérables (Yoganathan et al., 2004).  
Pour surmonter ces forces, la plupart des agents pathogènes responsables d'endocardites se lient 
et activent les plaquettes. En plus d'activer les plaquettes, S. aureus interagit directement avec 
le vWf de manière dépendante du cisaillement via une protéine de liaison sécrétée de type 
secretable expanded repertoire adhesive molecule (SERAM) (Claes et al., 2014).   
Grâce à l’utilisation d’un modèle in vitro de chambre à circulation parallèle, il a été montré que 
S. lugdunensis se lie directement au vWf, permettant son adhésion à la matrice sous-
endothéliale et à l'endothélium vasculaire enflammé, occasionnant une résistante aux forces de 
cisaillement (Liesenborghs et al., 2016). S. lugdunensis est cependant incapable de se lier et 
d'activer les plaquettes, à la différence de S. aureus.  
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3.1.2. La protéine de liaison au fibrinogène (Fbl) 
Le fibrinogène est composé de trois paires de polypeptides (chaînes α, β et γ). Il constitue une 
protéine majeure du plasma ainsi qu’un composant de la matrice extracellulaire. Il intervient 
dans la coagulation par la formation de caillots de fibrine, mais fait également partie des 
mécanismes de défense de l'hôte contre les micro-organismes (le clivage en fibrine entraîne la 
libération de fibrinopeptides immunostimulants) (Nilsson et al., 2004a).  
Deux études simultanées ont décrit et caractérisé la protéine de liaison au fibrinogène de  
S. lugdunensis, appelée Fbl (fibrinogen-binding protein of S. lugdunensis) (Mitchell et al., 
2004; Nilsson et al., 2004a). Cette protéine est codée par le gène fbl, qui est présent chez toutes 
les souches de S. lugdunensis étudiées et constitue à ce titre un marqueur moléculaire 
d’identification de l’espèce (Chatzigeorgiou et al., 2010; Giormezis et al., 2015; Pereira et al., 
2010).  
 
Organisation protéique de Fbl 
La protéine Fbl est composée d’environ 881 acides aminés (~ 90 kDa). Cette protéine présente 
une homologie d’organisation et de séquence protéique de 58% avec le clumping factor A 
(ClfA) de S. aureus, protéine de surface liant le fibrinogène et la fibronectine qui appartient 
également à la famille des MSCRAMMs (Geoghegan et al., 2010a).  
La protéine Fbl est organisée en plusieurs domaines (Figure 12) (Mitchell et al., 2004):  
- un peptide signal en région N-terminale (contenant un motif YSIRK),  
- une région contenant les domaines N1, N2 et N3, où une zone très conservée entre les 
domaines N2 et N3 constitue la poche hydrophobe de liaison au fibrinogène, 
- un domaine R constitué du motif répété « SDSDSA » (S, sérine ; D, aspartate; A, 
alanine), classant Fbl dans la famille des protéines Sdr (SD repeats) (Foster and Höök, 
1998). Ce domaine, codé par des séquences répétées de 18 pb présentes en nombre 
variable, traverserait la paroi pour permettre l’exposition à la surface cellulaire du 
domaine de liaison au fibrinogène (Hartford et al., 1997). 
- la partie C-terminale contenant le motif d'ancrage à la paroi cellulaire (LPKTG). 
Il est à noter que le motif de clivage par des métalloprotéases SLAAVA présent chez la protéine 
ClfA de S. aureus n’est pas rerouvé chez Fbl.  
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Figure 12. Domaines des protéines de liaison au fibrinogène Fbl (S. lugdunensis) et ClfA (S. aureus) 
(Mitchell et al., 2004). Ces protéines comportent un domaine de liaison au fibrinogène divisé en domaines 
N1 (19% de similarité) et N2-N3 (60% de similarité), un domaine R composé des régions répétées de type 
SD pour ClfA et SDSDSA pour Fbl, et un motif de sortie LPXTG. 
 
Rôles de Fbl dans la virulence in vitro 
L’expression de la protéine Fbl à la surface de Lactococcus lactis promeut l’adhésion au 
fibrinogène immobilisé et soluble. Cette interaction est inhibée par des anticorps anti-Fbl 
comme anti-ClfA, confirmant le degré élevé de similitude entre ClfA et Fbl (Mitchell et al., 
2004). En outre, Fbl et ClfA interagissent avec la même région du fibrinogène (chaîne γ), bien 
que ClfA se lie au fibrinogène avec une affinité dix fois supérieure à celle de Fbl (Mitchell et 
al., 2004). De plus, des mutants délétés du gène fbl obtenus pour trois souches cliniques de  
S. lugdunensis ont présenté une abolition totale de la liaison au fibrinogène, montrant, qu'au 
moins pour ces souches, la liaison au fibrinogène était assurée exclusivement par Fbl (Figure 
13) (Marlinghaus et al., 2012).  
Bien que le gène fbl soit ubiquitaire, la capacité de liaison au fibrinogène immobilisé testée in 
vitro pour différentes souches cliniques de S. lugdunensis varie grandement (Marlinghaus et al., 
2012; Mitchell et al., 2004; Szabados et al., 2011b, 2011a). Notamment, au sein d’une collection 
de 104 souches cliniques de S. lugdunensis, seulement 28% liaient le fibrinogène. Ce faible 
pourcentage pourrait s’expliquer par une expression différente de la protéine Fbl, ou par la 
production d’une matrice extracellulaire comme une capsule qui pourrait masquer 
l’accessibilité à la protéine de surface (Marlinghaus et al., 2012).  
Une étude a par ailleurs montré que la protéine Fbl n’est pas impliquée dans l’invasion de 
cellules eucaryotes épithéliales et endothéliales, un mutant fbl étant capable de s’internaliser 
dans ces cellules de la même façon que la souche sauvage  (Szabados et al., 2011b).  
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Figure 13. Adhésion de souches de S. lugdunensis au fibrinogène immobilisé (Marlinghaus et al., 2012). 
Les trois souches cliniques de S. lugdunensis (DSM 4804, Stlu 8 et Stlu 76) se lient au fibrinogène, alors que 
cette liaison est abolie chez les mutants délétés pour le gène fbl (MB100, MB102 et  MB103 respectivement). 
La souche délétée MB100 complémentée par le gène fbl (MB101) se lie à nouveau au fibrinogène. S. aureus 
Newman: contrôle positif ; S. carnosus TM 300 et puits sans bactéries: témoins négatifs.  
 
Rôles de Fbl dans la virulence in vivo 
ClfA est un facteur de virulence essentiel de S. aureus, contribuant à sa pathogénicité dans des 
modèles expérimentaux d’arthrite septique chez la souris (Josefsson et al., 2001) et 
d’endocardite chez le rat (Moreillon et al., 1995; Que et al., 2005).  
Heilbronner et al. ont étudié la virulence expérimentale de la souche clinique S. lugdunensis 
N920143 dans un modèle d’endocardite chez le rat, comparativement à celle de trois mutants 
délétés respectivement pour les gènes codant la sortase A (ΔsrtA), et les protéines de surface 
Fbl (Δfbl) et vWbl (ΔvWbl) (Heilbronner et al., 2013). La souche sauvage de S. lugdunensis 
provoquait une endocardite moins grave que la souche S. aureus Newman (taux de bactériémie 
plus faible et végétations de taille inférieure), mais des végétations comparables à celles de la 
souche S. aureus COL. Le mutant de S. lugdunensis dépourvu de sortase A était 
significativement moins virulent que la souche sauvage, alors que les mutants des protéines Fbl 
ou vWbl ne présentaient pas de différences significatives, même s’ils montraient une tendance 
à une virulence réduite (Heilbronner et al., 2013). Cela souligne l’importance des protéines 
ancrées à la paroi via le motif LPXTG dans la pathogenèse de S. lugdunensis, et suggère que 
plusieurs protéines de surface agissent de concert pour favoriser l'adhésion.  
Ainsi, bien que la protéine Fbl semble être la protéine majeure de liaison au fibrinogène chez 
S. lugdunensis (Marlinghaus et al., 2012), aucune étude in vivo n’a à ce jour établi son rôle dans 
la virulence.  
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3.1.3. Les protéines de surface putatives Sls 
L’analyse du génome complet de S. lugdunensis a révélé la présence de sept gènes susceptibles 
de coder des protéines ancrées à la paroi via un motif LPXTG, dont la taille varie de 20,8 à 380 
kDa. Ces protéines ont été appellées Sls (S. lugdunensis surface proteins) A à G (Figure 14) 
(Heilbronner et al., 2011). L’analyse in silico a révélé des similarités de ces protéines avec des 
protéines de surface rencontrées chez d’autres espèces (S. aureus, S. epidermidis et 
Peptostreptococcus magnus), et des motifs putatifs de liaison aux facteurs de l’hôte tels que le 
collagène, le fibrinogène, l’albumine ou encore les mucines. Cependant, aucun ligand n’a été 
identifié pour ces protéines chez S. lugdunensis. 
Pour deux de ces gènes, un décalage du cadre de lecture est observé chez la souche N920143. 
Le premier pour slsD, entraînant l’apparition d’un codon stop dans la protéine putative SlsD 
juste avant le motif d’ancrage LPXTG, également retrouvé chez la souche HKU09-0 ; le second 
pour slsE qui présente un décalage du cadre de lecture avant le motif LPXTG, non retrouvé 
chez la souche HKU09-01 (Figure 14) (Heilbronner et al., 2011; Tse et al., 2010). 
 
Figure 14. Représentation des protéines de surface putatives S. lugdunensis surface proteins (Sls) 
(Heilbronner et al., 2011). Les domaines prédits sont indiqués par des zones grises. Les protéines comportent 
toutes un peptide signal (S) et un motif de sortie LPXTG et entre, des domaines de liaison putatifs. FS, 
décalage du cadre de lecture. 
 
Compte tenu de leur homologie avec les protéines SdrG de S. epidermidis (Ponnuraj et al., 
2003) et les protéines de surface des streptocoques du groupe B (Wästfelt et al., 1996), ces 
protéines pourraient jouer un rôle dans l’adhésion, l’échappement au système immunitaire et la 
formation de biofilm. Aucune caractérisation fonctionnelle n’a cependant été menée à ce jour, 
probablement du fait de leur grande taille et de possibles phénomènes de redondance des 
adhésines lors de la délétion du gène codant l’une d’entre elles.   
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3.2. Systèmes de capture du fer 
Le fer est un élément essentiel à la croissance des bactéries. Dans l’organisme hôte, celles-ci 
sont confrontées à une restriction extrême du fer libre Fe2+, qui est séquestré à l’intérieur des 
cellules. Pour surmonter cette limitation lors de la colonisation ou d’une infection, les bactéries 
ont développé différents mécanismes permettant de capturer le fer des réserves de l'hôte.  
En 2011, le séquençage du génome complet de la souche S. lugdunensis N920143 a révélé la 
présence des loci isd (iron-regulated surface determinant) et sst (single iron-regulated ferric 
siderophore uptake system) potentiellement impliqués dans l’acquisition du fer (Heilbronner et 
al., 2011). Seul le système Isd a été caractérisé chez S. lugdunensis et sera détaillé ici. 
 
Fonctionnement du système Isd chez S. aureus 
S. aureus est la seule autre espèce de staphylocoque connue pour héberger un locus isd, qui 
facilite l'acquisition de l'hème de l'hémoglobine en tant que source de fer (Figure 17) (Grigg et 
al., 2010). Neuf protéines constituent le système Isd. IsdA, IsdB, IsdC et IsdH sont des protéines 
de surface ancrées à la paroi cellulaire via leur motif LPXTG par la sortase A, ou leur motif 
NPQTN par la sortase B (srtB étant contenu dans l’unité de transcription du locus isd). Elles 
possèdent par ailleurs entre une et trois copies du motif NEAT (near iron transporter) de liaison 
à l’hème. Les protéines IsdB et IsdH lient l’hémoglobine et en extraient l’hème via leurs 
domaines NEAT. L'hème est ensuite transféré par les protéines IsdA et IsdC au transporteur 
membranaire IsdEF pour être internalisé. Une fois internalisé, l'hème peut être dégradé par IsdG 
ou IsdI, libérant ainsi le fer.  
 
Figure 17. Composants du système Isd de S. aureus impliqué dans le transport de l’hème et la libération 
du fer (Grigg et al., 2010). Neuf protéines Isd interviennent dans ce système. IsdA, IsdB, IsdC et IsdH (vert) 
sont ancrées de manière covalente à la paroi cellulaire. IsdE et IsdF (bleu) sont les composants de la protéine 
de liaison et de la perméase d'un transporteur ABC, respectivement. IsdD (bleu) est une protéine membranaire 
de fonction inconnue. IsdG et IsdI (jaune) sont des enzymes cytoplasmiques dégradant l'hème. Hm, hème ; 
metHb, méthémoglobine et Hp, Haptoglobine.  
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Organisation génétique du locus isd chez S. lugdunensis 
Le locus isd de S. lugdunensis est composé d’un ensemble de 13 gènes, présentant une 
organisation relativement similaire à celui de S. aureus (Figure 18) (Heilbronner et al., 2011; 
Zapotoczna et al., 2012). Les homologies de séquences prédites en acides aminés varient de 
36,8% à 74,7% en fonction des protéines.  
 
 
Figure 18. Comparaison des loci isd de S. aureus et S. lugdunensis (Heilbronner et al., 2011). Les motifs 
NEAT sont représentés par des rectangles noirs. Les gènes orthologues sont liés par des lignes. Les 
pourcentages d'identités entre les protéines codées sont: IsdB 36,8%, IsdC 57,6%, IsdE, 74,7%, IsdF 57,7%, 
SrtB 58,2%, IsdG 68,2%. Les signaux d’ancrage à la paroi LPXTG et NPQTN sont indiqués. Les gènes isdH 
et isdI de S. aureus situés à l'extérieur du locus (indiqué par les cercles noirs) ne présentent pas d’orthologues 
dans le génome de S. lugdunensis. 
 
S. lugdunensis possède deux protéines putativement ancrées à la paroi par la sortase A via leur 
motif LPXTG (IsdB et IsdJ) et deux autres par la sortase B (codée par le gène srtB contenu dans 
le locus isd) via leur motif  NPQTS et NKQPN (IsdC et IsdK respectivement). Chacune de ces 
protéines possède en outre un ou deux motifs NEAT. A la différence de S. aureus, le locus isd 
de S. lugdunensis possède en plus un gène codant une autolysine (nommée plus tard IsdP 
[Farrand et al., 2015]) en aval de isdG, et trois gènes codant pour des transporteurs 
membranaires de type ABC mais dont l’implication dans le transport de l'hème n’est pas connue 
(Heilbronner et al., 2011; Zapotoczna et al., 2012).  
 
Fonctionnement du système Isd chez S. lugdunensis 
Peu après sa description, il a été confirmé que S. lugdunensis utilise bien le système Isd pour 
acquérir du fer hémique, et que les protéines Isd sont exprimées dans des conditions limitantes 
en fer (Zapotoczna et al., 2012). IsdB est le seul récepteur de l'hémoglobine chez S. lugdunensis, 
et transfère l'hème à IsdC. L'hème lié à IsdC pourrait ensuite être transféré aux transporteurs 
membranaires putatifs IsdEF (Zapotoczna et al., 2012). L’hème oxygénase IsdG dégrade 
ensuite l’hème, entraînant la libération de fer libre dans le cytoplasme (Haley et al., 2011).  
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Contrairement à IsdB et IsdC qui sont liées de façon covalente à la paroi, les protéines IsdJ et 
IsdK ne sont pas retrouvées au niveau de la paroi cellulaire de S. lugdunensis mais sont 
présentes dans le surnageant de culture, suggérant qu'elles pourraient acquérir l'hème du milieu 
extérieur (Zapotoczna et al., 2012). Il pourrait ainsi exister deux voies parallèles d'acquisition 
de l’hème chez S. lugdunensis, l'une utilisant les protéines IsdB et IsdC ancrées à la paroi et la 
seconde utilisant des protéines sécrétées qui acquièrent l'hème de l'environnement et le 
transmettent ensuite à IsdC.  
Par ailleurs, IsdJ est une protéine multifonctionnelle qui reconnaît plusieurs ligands et confère 
une résistance aux acides gras antimicrobiens de la peau, pouvant contribuer à promouvoir la 
survie de S. lugdunensis dans son habitat naturel sur la peau humaine (Zapotoczna et al., 2012).  
Le rôle essentiel de l’autolysine IsdP dans le fonctionnement du système Isd de S. lugdunensis 
a ensuite été déterminé. Le gène isdP est co-transcrit avec l'opéron isd dans des conditions 
limitantes en fer. IsdP clive le PG pour exposer des régions précédemment inaccessibles de la 
paroi cellulaire, et contribue à l'ancrage de la protéine IsdC au PG par la sortase B (Figure 19) 
(Farrand et al., 2015). 
 
Figure 19. Modèle de contribution de l’autolysine IsdP à l’acquisition de l’hème chez S. lugdunensis 
(Farrand et al., 2015). Dans des conditions limitantes en fer, IsdP est exprimée et remodèle la paroi cellulaire 
en coupant des liaisons peptidiques, permettant ainsi l’ancrage de la protéine de liaison à l’hème IsdC (bleu) 
au peptidoglycane par la sortase B (SrtB).   
 
Il est intéressant de noter que l'opéron isd s'est avéré être dupliqué en tandem dans la souche 
clinique S. lugdunensis HKU09-01 (Heilbronner et al., 2016). Cette duplication, instable et 
dépendante de RecA, conduit à une augmentation du niveau d'expression des protéines Isd. Ce 
processus améliore la capacité de liaison à l'hémoglobine de la souche S. lugdunensis HKU09-
01 et lui confère un avantage compétitif important.   
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3.3. Formation de biofilm 
Le biofilm est une communauté bactérienne complexe et dynamique agrégée dans une matrice 
extracellulaire autoproduite comprenant des polysaccharides, des protéines et/ou de l'ADN 
extracellulaire (ADNe) (Otto, 2013, 2018). En général, les infections liées à la production de 
biofilm sont difficiles à traiter car le biofilm protège les bactéries du système immunitaire de 
l'hôte et des traitements antimicrobiens (Lebeaux et al., 2014; Stewart and Costerton, 2001).  
 
3.3.1. Cycle de développement des biofilms staphylococciques 
Le développement des biofilms chez les staphylocoques a fait l'objet de nombreuses études in 
vitro et plus récemment in vivo. Il est communément décrit comme un processus en trois étapes 
principales qui seront détaillées ici : attachement initial, prolifération / formation de la matrice 
et structuration / détachement (dispersion) (Figure 20) (Otto, 2013, 2018).  
D’autres équipes proposent un développement du biofilm de S. aureus en cinq étapes 
comprenant l'attachement, la multiplication, l'exode, la maturation et la dispersion (Moormeier 
and Bayles, 2017; Moormeier et al., 2014).  
 
 
Figure 20. Phases du développement du biofilm staphylococcique (Otto, 2013). L'attachement peut se 
produire directement sur une surface polymérique ou par liaison à des molécules de la matrice de l'hôte. La 
maturation survient ensuite via l'agglomération des bactéries, qui dépend de molécules adhésives formant 
une matrice extracellulaire (composée de polysaccharides, de protéines et/ou d’ADN extracellulaire). La 
formation de la structure caractéristique du biofilm en « tours » entre lesquelles circulent des « canaux » 
dépend de facteurs perturbateurs, qui facilitent également la dernière phase du développement du biofilm, le 
détachement.  
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3.3.1.1. L’attachement initial 
L’attachement de cellules planctoniques à une surface, biotique ou abiotique, est considéré 
comme la première étape de développement du biofilm. 
 
Surfaces abiotiques 
La fixation directe sur des matériaux abiotiques (comme les surfaces polymériques des 
dispositifs médicaux à demeure) est principalement médiée par des interactions 
hydrophobiques ou électrostatiques. Des molécules bactériennes de surface ont également été 
impliquées dans l'attachement à ces dispositifs, comme AtlE chez S. epidermidis et son 
homologue Atl chez S. aureus (Bose et al., 2012; Heilmann et al., 1997), ainsi que les acides 
téichoïques de paroi de S. aureus (Gross et al., 2001). Cependant, in vivo, ces surfaces sont 
rapidement recouvertes par les molécules de l’hôte (notamment la fibronectine, le fibrinogène 
et la vitronectine).  
 
Surfaces biotiques 
La fixation aux surfaces dites biotiques comme les protéines et tissus de l’hôte est médiée par 
des protéines de surface staphylococciques. Parmi les protéines liées de manière covalente à la 
paroi, la famille la plus importante impliquée dans ce phénomène est celle des MSCRAMMs 
décrite plus haut (cf paragraphe 3.1) (Patti et al., 1994). Les protéines ClfA et ClfB, FnBPA et 
FnBPB (fibrinogen/fibronectin-binding proteins), et SdrC sont principalement impliquées 
(Speziale et al., 2014). Les protéines liées de manière non covalente à la surface, comme les 
autolysines de type Atl, peuvent également avoir un rôle dans l’adhésion. En outre, les 
SERAMs, protéines sécrétées ou liées de manière non covalente à la surface, se lient par des 
mécanismes non encore caractérisés (Chavakis et al., 2005). Parmi elles, les protéines Eap 
(extracellular adherence protein) et Emp (extracellular matrix binding protein) de S. aureus 
ont été décrites (Speziale et al., 2014). 
 
3.3.1.2. La prolifération et la formation de la matrice 
Après la fixation des cellules, celles-si se multiplient et forment des agrégats « collants » 
appelés microcolonies. A mesure que les bactéries se développent, elles produisent une matrice 
extra-cellulaire essentielle à l’architecture du biofilm. Les polymères contenus dans cette 
matrice comprennent des molécules activement sécrétées commes des polysaccharides, des 
protéines et des acides téichoïques, ainsi que l’ADNe libéré par la lyse des cellules mortes. 
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Matrice exopolysaccharidique 
Chez les staphylocoques, et plus particulièrement chez les espèces les plus étudiées S. aureus 
et S. epidermidis, l'exopolysaccharide poly-N-acétylglucosamine (PNAG), également appelé 
polysaccharide intercellular adhesin (PIA), est la molécule adhésive du biofilm la plus 
importante (Maira-Litrán et al., 2002).  
La biosynthèse du PNAG est liée aux produits du locus ica (intercellular adhesion), qui 
comprend les gènes icaA, icaD, icaB et icaC (Figure 21) (Heilmann et al., 1996). IcaA et IcaD 
forment une N-acetylglucosamine transférase membranaire qui produit un oligomère de N-
acétylglucosamine. La croissance de la chaîne et son export sont ensuite médiés par la protéine 
membranaire IcaC. Une déacétylation est effectuée par la PNAG déacétylase IcaB, située à la 
surface bactérienne (Otto, 2018). Cette étape permet d’introduire des charges positives qui sont 
cruciales pour la rétention du PNAG à la surface bactérienne. En amont de l'opéron ica se trouve 
le gène icaR, transcrit dans le sens opposé de l'opéron icaADBC, et qui code IcaR, le répresseur 
transcriptionnel de l'opéron ica (Conlon et al., 2002).  
 
Matrice protéique 
Cependant, il a été décrit que certains isolats de S. aureus et de S. epidermidis sont capables de 
former du biofilm en l'absence du locus ica et/ou de PNAG (Kogan et al., 2006; Rohde et al., 
2007). Des protéines de surface remplacent alors le PNAG chez les isolats ica négatifs, ou 
participent à la matrice du biofilm chez les isolats ica positifs.  
De nombreuses protéines de surface composent cette matrice, et notamment celles appartenant 
à la famille des MSCRAMMs, comme FnBPA, FnBPB et la protéine A. Parmi les autres 
protéines de surface impliquées, la protéine Aap (accumulation-associated protein) de  
S. epidermidis et son homologue SasG (S. aureus surface protein G) de S. aureus se distinguent 
par leur capacité à s'auto-polymériser et former des fibrilles qui interconnectent les cellules 
(Figure 21) (Banner et al., 2007; Corrigan et al., 2007; Geoghegan et al., 2010b). Aap est clivée 
par la protéase SepA en une forme active qui contient de nombreuses répétitions B responsables 
de l’adhésion auto- et inter-cellulaire, dépendante du Zn2+ (Conrady et al., 2008).  
La protéine Bap (biofilm-associated protein) de S. aureus (Cucarella et al., 2001), dont un 
homologue Bhp (Bap homologue protein) est présent chez S. epidermidis (Bowden, 2005), est 
également impliquée dans la formation de la matrice, et il a récemment été rapporté que Bap 
s'auto-assemble en agrégats amyloïdes fonctionnels pour construire cette matrice (Taglialegna 
et al., 2016).  
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Figure 21. Composants principaux de la matrice des biofilms staphylococciques (Otto, 2018). A gauche, 
l'exopolysaccharide polysaccharide intercellular adhesin (PIA), produit par de nombreux isolats de 
staphylocoques, est synthétisé dans la cellule par l'activité combinée des enzymes membranaires IcaA et 
IcaD, et exporté par IcaC. L'enzyme extracellulaire liée à la surface IcaB confère à la molécule de PIA une 
charge nette positive, l’ancrant à la surface cellulaire chargée négativement. En amont des gènes de 
biosynthèse icaADBC, se trouve le gène de régulation icaR. La transcription du locus ica est sous le contrôle 
des facteurs sigB, sarA et luxS. A droite, la protéine Aap présente chez S. epidermidis, et son homologue 
SasG chez S aureus, est produite sous la forme d'un précurseur clivé par SepA. La protéine Aap mature est 
ancrée à la paroi cellulaire via une liaison covalente au lipide II, et forme des fibrilles à partir de domaines 
répétés B, dont la polymérisation dépend des ions Zn2+. 
 
Autres composants de la matrice  
Les polymères extracellulaires non protéiques impliqués dans la formation de biofilm 
comprennent les acides téichoïques et l'ADNe. La contribution des acides téichoïques à la 
matrice du biofilm a été démontrée pour S. epidermidis (Holland et al., 2011). 
L’ADNe contribue à la formation de biofilm in vitro, probablement en raison de son caractère 
hautement polymérique et anionique. Il agirait comme une « glue » susceptible d'interagir avec 
de nombreuses autres molécules de surface, contribuant à la formation du réseau de la matrice 
(Whitchurch et al., 2002).  
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3.3.1.3. Structuration et détachement 
Structuration 
Les biofilms ont une structure tridimensionnelle caractéristique qui contient des « tours » 
(également décrites comme des «champignons») entre lesquelles circulent des « canaux » 
remplis de fluide (Figure 20) (O’Toole et al., 2000). En parallèle des mécanismes adhésifs 
décrits ci-dessus, des mécanismes de rupture sont nécessaires pour créer ces structures. Cette 
fonction est médiée par les phenol-soluble modulins (PSM), une famille de peptides de type 
pore forming toxins qui présentent des propriétés analogues à celles d'un surfactant et perturbent 
ainsi les interactions non covalentes de la matrice du biofilm. Chez les staphylocoques, on 
distingue les PSM de type α (qui chez S. aureus comprennent les peptides PSMα et δ-toxine), 
et les PSM de type β (Cheung et al., 2014). Les PSM structurent les biofilms en formation de 
façon dépendante et indépendante du PNAG (Otto, 2018; Wang et al., 2011).  
 
Détachement / dispersion 
Lorsqu'une densité cellulaire spécifique est atteinte, un mécanisme est déclenché pour initier la 
dégradation de la matrice et libérer les cellules incluses dans le biofilm, qui pourront reformer 
du biofilm sur des sites distaux. Ce mécanisme facilite la dissémination systémique des 
bactéries et peut conduire à des complications infectieuses. Le détachement implique les PSMs, 
mais également des enzymes qui dégradent les polymères du biofilm, telles que des nucléases 
(Whitchurch et al., 2002) et surtout des protéases (Boles and Horswill, 2011). Il est à noter 
qu’aucune enzyme ne dégradant le PNAG n’est produite chez les staphylocoques. 
 
3.3.2. Régulation de la formation de biofilm chez les staphylocoques 
De nombreux régulateurs ont un rôle dans la formation de biofilm en modulant l’expression 
génique des bactéries en fonction des conditions environnementales. Les principaux facteurs de 
régulation impliqués dans le contrôle du biofilm des staphylocoques sont les sytèmes à deux 
composants (two-component regulatory systems [TCS]),  la famille des régulateurs Sar 
(staphylococcal accessory regulator) et de façon plus controversée le facteur σB (Figure 22) 
(Arciola et al., 2015; Otto, 2018). 
Parmi les TCS impliqués dans la formation de biofilm, les principaux sont Agr (Kavanaugh and 
Horswill, 2016), ArlSR (Burgui et al., 2018) et LytSR (Sharma-Kuinkel et al., 2009) (cf partie 
2). Le système de quorum sensing Agr est activé en réponse à la densité cellulaire bactérienne. 
Chez les staphylocoques, ce système semble impliqué dans les processus de structuration et de 
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dispersion des biofilms, en augmentant l’expression des PSMs et des protéases. En 
conséquence, les biofilms des mutants agr se développent de manière non structurée et étendue, 
comme cela a été montré pour S. aureus et S. epidermidis (Periasamy et al., 2012; Vuong et al., 
2000).  
Le prototype de la famille des régulateurs Sar, SarA, est un régulateur positif de la formation 
de biofilm, d’une manière dépendante et indépendante du système Agr (Otto, 2018). SarA 
module l’expression des protéases et contrôle positivement la transcription de ica chez S. aureus 
et S. epidermidis (Figure 22) (Tormo et al., 2005; Valle et al., 2003). Les signaux 
environnementaux qui stimulent l'expression de Sar ne sont à ce jour pas connus. 
 
Figure 22. Réseau complexe d'interactions régissant la formation et la dispersion du biofilm chez  
S. aureus (Arciola et al., 2015). Le côté droit de la figure illustre la phase anabolique du biofilm avec la 
production des substances polymères extracellulaires fondamentales telles que le PIA, l'ADN extracellulaire 
et les fibrilles amyloïdes. Le centre de la figure représente les protéines de surface impliquées dans la 
formation du biofilm, notamment les adhésines FnBPs, la protéine associée au biofilm (Bap), SasG et la 
protéine A (Spa). Dans la partie gauche figurent les molécules jouant un rôle dans le catabolisme du biofilm 
et la perturbation de la matrice extracellulaire, telles que les phenol-soluble modulins (PSM) et les protéases 
extracellulaires. Les régulateurs centraux Agr, SarA et le facteur σB orchestrent le comportement bactérien 
au sein du biofilm, en réponse au stress, à la densité cellulaire et aux phases du cycle cellulaire. 
 
 
Cette régulation est d’autant plus complexe qu’il existe au sein du biofilm une hétérogénéité 
environnementale due aux gradients des apports nutritionnels et en oxygène, modifiant les états 
métaboliques et l’expression des gènes des bactéries en fonction de leur localisation dans le 
biofilm (Moormeier and Bayles, 2017; Stewart and Franklin, 2008).  
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3.3.3. Le biofilm de S. lugdunensis 
Chez S. lugdunensis, la capacité de formation de biofilm semble être une caractéristique 
relativement fréquente de l’espèce. Des analyses de formation de biofilm in vitro en 
microplaques de polystyrène ont révélé qu’entre 37% et 100% des souches forment du biofilm, 
à des niveaux variables selon les souches (Frank and Patel, 2007; Giormezis et al., 2015; Pereira 
et al., 2012). D’autre part, une étude a suggéré que la capacité de formation de biofilm est plus 
fréquente chez les souches responsables d’infections sur matériel (57,1%) que chez celles issues 
d’IPTM (36,4%) (Giormezis et al., 2015). Plus récemment, la capacité à former du biofilm a 
été évaluée par la technique du BioFilm Ring Test® chez 28 souches de S. lugdunensis 
responsables d’IOA (Argemi et al., 2017d). Cette technique est basée sur l’immobilisation 
progressive de billes magnétiques au sein d’un biofilm, et permet d’évaluer la cinétique de 
formation de ce biofilm. Soixante et onze % des 28 souches initiaient la formation de biofilm 
dans les deux premières heures,  toutes produisaient du biofilm en quatre heures, et 89% 
immobilisaient complètement les billes après six heures. Ces résultats soulignent le rôle crucial 
joué par la production précoce de biofilm dans certaines infections à S. lugdunensis. 
 
Etape d’adhésion 
Si les MSCRAMMs de S. lugdunensis sont probablement impliquées dans l’adhésion initiale 
aux molécules de l’hôte, leur rôle dans la formation de biofilm n’a pas été étudié. Seule 
l’autolysine AtlL a été démontrée comme impliquée dans la formation de biofilm in vitro, 
probablement en médiant la phase d’attachement initial aux surfaces (Gibert et al., 2014; 
Hussain et al., 2015). 
 
Organisation génétique du locus ica de S. lugdunensis 
Le locus icaADBC a été identifié et séquencé en 2007 chez cinq souches de S. lugdunensis 
(Frank and Patel, 2007). Celui-ci présente une organisation génomique homologue à celle des 
espèces S. aureus, S. epidermidis et Staphylococcus caprae (Figure 23). L’analyse des séquences 
prédites en acides aminés a révélé des homologies de séquences en revanche assez faibles, allant 
de 29 à 61% selon les protéines. 
Étonnamment, aucun homologue d'icaR n'est localisé en amont d'icaA chez S. lugdunensis, à la 
différence de ce qui est observé chez les autres espèces de staphylocoques (Figure 23). A la 
place, se trouve une séquence codante avec la même orientation qu’icaA, sans homologie avec 
des gènes d’autres espèces staphylococciques. Cette séquence code une glycosyl hydrolase 
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hypothétique présentant 26% d’identité en acides aminés avec des homogues de dispersines B 
d’Actinobacillus. Le rôle de cette protéine putative chez S. lugdunensis n’est pas élucidé, mais 
la dispersine B étant connue pour cliver les liaisons du PNAG, elle pourrait servir à  
S. lugdunensis à rivaliser in vivo avec des espèces formant du biofilm PNAG-dépendant (Frank 
and Patel, 2007). 
De plus, des séquences codantes présentant des similitudes élevées avec yycJ et yycI de  
S. aureus et S. epidermidis sont situées de part et d’autres du locus (Figure 23) (Frank and Patel, 
2007). La distance séparant ces deux gènes est surprenante car chez d’autres bactéries à Gram 
positif ils sont situés dans un même opéron, codant le système à deux composants YycFG. Ce 
TCS, également connu sous le nom de WalRK, est impliqué dans la croissance et la formation 
de biofilm chez S. aureus et S. epidermidis (Haag and Bagnoli, 2017). Son rôle sera détaillé 
dans le paragraphe 2.3.1 de la partie 2. 
 
Figure 23. Organisation génomique du locus icaADBC de S. lugdunensis comparativement à d’autres 
espèces de staphylocoques (Frank and Patel, 2007). S. lugdunensis possède une organisation génétique du 
locus similaire à celle des espèces S. aureus, S. epidermidis et S. caprae, mais ne présente une homologie de 
séquences en acides aminés prédites que de 29 à 61% selon les protéines. A la différence des autres espèces, 
S. lugdunensis ne possède pas le locus icaR en amont du locus icaADBC, mais est situé à la place un gène 
codant une glycosyl hydrolase hypothétique. De plus, en amont et en aval du locus, sont situés des gènes 
homogues à yycJ et yycI codant chez S. aureus le système à deux composants YycFG.  
 
L’absence du gène icaR et la présence des gènes yycJ et yycI de part et d’autre du locus ica 
soulèvent la question de l'origine évolutive de cette région génomique chez S. lugdunensis.  
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Composition de la matrice du biofilm de S. lugdunensis 
Malgré la présence prévalente du locus icaADBC chez S. lugdunensis, le PNAG n'est pas un 
composant majeur de la matrice du biofilm, qui est majoritairement composée d’acides 
téichoïques, de facteurs protéiques et d’ADNe (Frank and Patel, 2007; Kogan et al., 2006; 
Sadovskaya et al., 2006). En effet, les biofilms de souches de S. lugdunensis sont sensibles à 
l’action de protéases (protéinase K et trypsine) et insensibles à l’action de molécules dégradant 
le PNAG (sodium metaperiodate et dispersine B). De plus, l’analyse du biofilm par microscopie 
confocale à balayage laser (CLSM) a confirmé la nature protéique de la matrice du biofilm de 
S. lugdunensis et l’absence de PNAG (Figure 24) (Frank and Patel, 2007). 
 
 
Figure 24. Évaluation de la matrice extracellulaire de biofilms de S. lugdunensis et S. epidermidis par 
microscopie confocale à balayage laser (CLSM) (Frank and Patel, 2007). (A et B) Visualisation de la 
présence ou de l'absence de poly-N-acétylglucosamine (PNAG) dans la matrice extracellulaire du biofilm 
d’une souche de S. epidermidis (A) et S. lugdunensis (B). Le PNAG est coloré en vert et les cellules 
bactériennes en rouges. De larges structures de PNAG sont visibles dans le biofilm de S. epidermidis mais 
absentes chez S. lugdunensis. (C et D) Détection des protéines extracellulaires dans les biofilms de  
S. epidermidis (C) et S. lugdunensis (D). Les protéines sont colorées en rouge, les bactéries en vert, et les 
zones jaunes indiquent une colocalisation des protéines et des cellules. Le biofilm de S. lugdunensis contient 
significativement plus de protéines que celui de S. epidermidis.  
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Une seule protéine a été identifée à ce jour comme ayant un rôle dans l’interaction inter-
cellulaire au sein du biofilm de S. lugdunensis ; il s’agit de la protéine IsdC appartenant au 
système de capture du fer Isd (cf paragraphe 3.2). Missineo et al. ont établi son rôle dans la 
formation de biofilm in vitro dans des conditions limitantes en fer (Missineo et al., 2014). IsdC 
est impliquée à la fois dans la phase de fixation primaire sur du polystyrène et dans la phase 
d'accumulation du biofilm, médiant des interactions cellule-cellule. Cette adhésion cellulaire 
est possiblement permise par des interactions homophiles entre les molécules IsdC des cellules 
voisines. En effet, la protéine IsdC forme des dimères en solution, et l’expression d’IsdC à la 
surface de L. lactis promeut l’adhérence à la protéine IsdC recombinante immobilisée, mais pas 
aux protéines IsdJ, IsdK ou IsdB. Du fait des très faibles concentrations de fer libre dans les 
fluides corporels, IsdC joue probablement un rôle majeur dans la formation de biofilm in vivo. 
Les autres protéines qui régissent l'adhésion au sein du biofilm de S. lugdunensis restent à 
identifier.  
D’autre part, le gène impliqué dans la compétence bactérienne comEB est impliqué dans la 
formation de biofilm chez S. lugdunensis. En effet, un mutant lié à l’insertion d’un transposon 
inséré dans ce gène présente une capacité à former du biofilm significativement réduite 
(Rajendran et al., 2015). La matrice du biofilm du mutant présente par ailleurs une diminution 
de la quantité d’ADNe par rapport à la souche sauvage, non expliquée par une diminution de 
l’expression des gènes d'autolysines (atlL et aal) ni par une diminution de l’activité autolytique, 
ou par une viabilité cellulaire augmentée. Ces résultats suggèrent que la libération d’ADNe 
s’effectue via un mécanisme indépendant de la lyse bactérienne, qui reste encore à identifier.  
 
La capacité de formation de biofilm de S. lugdunensis est considérée comme un facteur majeur 
de la virulence de cette espèce. Les résultats présentés ci-dessus suggèrent que des facteurs 
protéiques et l’ADNe, plutôt que le polysaccharide produit par le locus icaADBC, jouent un 
rôle important dans la matrice du biofilm de S. lugdunensis. Cependant, des travaux 
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats in vivo, et déterminer si le locus 
ica est exprimé malgré tout dans certaines conditions. 
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3.4. Toxines et exoenzymes 
S. aureus est capable de produire un grand nombre d’exotoxines jouant un rôle majeur dans sa 
virulence, comme les entérotoxines, la toxine du syndrome de choc toxique staphylococcique-
1 (TSTT-1), les exfoliatines et les pore-forming toxins (hly, luk, hlg). Malgré la description de 
quelques cas de chocs toxiques liés à S. lugdunensis, les tentatives d'identification d’exotoxines 
similaires à celles produites par S. aureus se sont souvent révélées infructueuses (Fleurette et 
al., 1989; Pareja et al., 1998). De même, l’analyse du génome complet de la souche  
S. lugdunensis N920143 a seulement mis en évidence la présence d’un locus codant une toxine 
streptolysine S-like putative (Heilbronner et al., 2011). 
Une équipe a cependant identifié par PCR la présence de gènes codant des toxines chez des 
souches de S. lugdunensis isolées dans des prélèvements cliniques de nouveaux-nés hospitalisés 
(de Oliveira Calsolari et al., 2011; Vasconcelos et al., 2011). Les gènes codant les entérotoxines 
C, G et I (sec-1, seg et sei) ou la toxine TSST-1 (tsst-1) ont ainsi été identifiés chez trois souches 
de S. lugdunensis, dont deux exprimaient les gènes sec et sei lors d’une analyse par RT-PCR. 
 
3.4.1. Hémolysines 
Les hémolysines de S. aureus sont classées en quatre groupes : les α, β, δ et γ-hémolysines, 
codées respectivement par les gènes hla, hlb, hld et hlg. Ces toxines présentent des structures 
et des activités phénotypiques différentes (Dinges et al., 2000). Plusieurs études ont cherché à 
identifier et caractériser chez S. lugdunensis des hémolysines homologues à celles de S. aureus.  
 
δ-like hémolysine et opéron slush 
Il a rapidement été décrit que la majorité des souches de S. lugdunensis produisent une δ-like 
hémolysine, dont les propriétés phénotypiques sont similaires à la δ-hémolysine de S. aureus 
(Hébert, 1990). Une activité hémolytique synergistique est en effet observée avec une β-
hémolysine lors de la réalisation d’un CAMP-test (Figure 25). Dans ce test, une colonie de  
S. lugdunensis est ensemencée perpendiculairement à une souche staphylococcique produisant 
une β-hémolysine (par exemple Staphylococcus intermedius ou S. aureus RN4220) sur une 
gélose au sang de mouton. L'hémolysine δ-like de S. lugdunensis agit en synergie avec la β-
hémolysine pour produire une zone d'hémolyse complète dans la zone d'hémolyse incomplète 
provoquée par la β-hémolysine (Frank et al., 2008). 
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Figure 25. Activité hémolytique synergique de S. lugdunensis révélée par CAMP-test (Frank et al., 
2008). S. lugdunensis IDRL-5258 (à gauche) et S. lugdunensis IDRL-2414 (à droite) sont ensemencées 
perpendiculairement à S. aureus RN4220, ensemencée verticalement. La photographie a été prise 18 heures 
après l'inoculation et l'incubation à 37°C. L'hémolysine δ-like de S. lugdunensis, médiée par trois petits 
peptides produits lors de l'expression du locus slush, agit en synergie avec la β-hémolysine de S. aureus pour 
produire une zone d'hémolyse complète sur gélose au sang de mouton. 
 
A la différence de la δ-hémolysine de S. aureus codée par le gène hld contenu au sein du locus 
agr, l’hémolysine δ-like de S. lugdunensis est codée par un opéron nommé slush (S. lugdunensis 
synergistic hemolysin), qui n’est pas situé dans le locus agr (Donvito et al., 1997). Le locus 
contient trois cadres ouverts de lecture codant trois peptides de 43 acides aminés de haute 
similitude (> 76% d’homologie), appelés SLUSH-A, SLUSH-B et SLUSH-C. Ces trois 
peptides présentent une certaine homologie avec les peptides PSM de type β de S. aureus et  
S. epidermidis (Donvito et al., 1997; Rautenberg et al., 2011). Ces PSM de type β ont un rôle 
pro-inflammatoire, leur libération induisant le chimiotactisme et l’activation des polynucléaires 
neutrophiles (Rautenberg et al., 2011). 
 
Autres hémolysines  
Il a également été identifié dans le génome de S. lugdunensis le gène hlb, homologue au gène 
de S. aureus qui code une sphingomyelinase β-toxine, et un gène codant une hémolysine III 
putative, sans homologue décrit chez les Staphylococcus (Heilbronner et al., 2011).  
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3.4.2. La lugdulysine 
Récemment, une équipe française a mis en évidence la production par S. lugdunensis d’une 
métalloprotéase, appellée lugdulysine (Argemi et al., 2017c). Celle-ci a été identifiée à partir 
d’isolats cliniques de S. lugdunensis présentant une activité protéolytique in vitro. Elle est codée 
par le gène shpI, appelé ainsi du fait d’une homologie avec le gène shpI de Staphylococcus 
hyicus  qui code la métalloprotéase ShpI. La lugdulysine était produite par 50 des 81 isolats 
cliniques de S. lugdunensis, alors que le gène était identifé chez 100% des isolats. 
L'implication en pathologie humaine des métalloprotéases a notamment été décrite pour  
S. aureus, chez lequel la métalloprotéase auréolysine sécrétée jouerait un rôle dans le 
remodelage osseux pendant une osteomyélite (Cassat et al., 2013). La sécrétion de la 
lugdulysine pourrait ainsi contribuer à la virulence de S. lugdunensis, particulièrement au cours 
des IOA, mais des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer ce rôle (Argemi et 
al., 2017c). 
 
3.5. La lugdunine 
En 2016, une équipe travaillant sur une collection d’isolats de Staphylococcus de prélèvements 
nasaux dans le but de dépister une activité antimicrobienne vis-à-vis de S. aureus a identifié 
une souche de S. lugdunensis capable d’inhiber la croissance de S. aureus (Zipperer et al., 
2016).  
Cette inhibition était liée à une substance antibactérienne, appellée lugdunine, produite 
uniquement dans des conditions limitantes en fer et en milieu solide. Des expériences de 
transposition ont permis d’identifier le locus lug (opéron d’environ 30 kpb), composé de quatre 
gènes codant une combinaison d’enzymes biosynthétisant cet antibiotique (Figure 26). 
Cet opéron a été retrouvé dans tous les génomes de S. lugdunensis disponibles sur NCBI ainsi 
que par PCR dans toutes les souches de S. lugdunensis d’une collection, indiquant qu'il est 
caractéristique de l'espèce plutôt que spécifique à une souche. Le faible pourcentage en GC de 
l'opéron (26,9%) comparativement à celle de l'ensemble du génome (33,8%) est en faveur d’une 
acquisiton par transfert horizontal, même s’il n’a pas été détecté chez d’autres espèces à ce jour 
(Zipperer et al., 2016). 
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Figure 26. Groupe de gènes, voie de biosynthèse proposée et structure chimique de la lugdunine de  
S. lugdunensis (Zipperer et al., 2016). (a) Opéron lug, constitué des quatres gènes lugA, B, C, et D.  
(b) Organisation modulaire des enzymes produites. Domaines fonctionnels: A, adénylation; P, protéine 
porteuse de peptidyle; C, condensation; E, épimérisation; R, réductase. La biosynthèse séquentielle de la 
lugdunine commence probablement au module d'initiation LugD et se poursuit avec LugA – C.  
(c) Structure chimique de la lugdunine. 
 
La lugdunine est un peptide cyclique contenant cinq acides aminés et un cycle thiazolidine 
(Figure 26), exemple rare d'un composé bioactif synthétisé non ribosomalement à partir de 
bactéries associées à l'Homme. Elle est bactéricide vis-à-vis de S. aureus et d’autres agents 
pathogènes majeurs (comme les Enterococcus résistants à la vancomycine). Elle n'est pas 
susceptible de provoquer le développement de résistance chez S. aureus. Elle est de plus 
efficace dans le traitement d’infections à S. aureus dans un modèle murin d’infection de la peau 
(Zipperer et al., 2016).  
Afin de déterminer si la colonisation nasale par S. lugdunensis empêche la co-colonisation par 
S. aureus, des écouvillonages de nez chez 187 patients hospitalisés ont été analysés par culture. 
Les taux de colonisation par S. aureus et S. lugdunensis étaient respectivement de 32,1% et 
9,1%. De façon intéressante, la colonisation à S. lugdunensis était associée à une réduction 
significative du portage à S. aureus. Ces résultats suggèrent donc que la lugdunine pourrait 
s’avérer être une stratégie utile dans le futur pour prévenir la colonisation par S. aureus et les 
infections invasives chez les patients à haut risque (Zipperer et al., 2016).   
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3.6. Autres facteurs de virulence 
3.6.1. Résistance au lysozyme 
Le lysozyme est un composant enzymatique essentiel du système immunitaire inné humain, 
contenu dans les granules des polynucléaires neutrophiles et sécrété par les macrophages. Il est 
présent dans divers tissus et sécrétions, comme le sérum, la salive, la sueur ou les larmes. C’est 
une muramidase qui hydrolyse les liaisons β-1,4-glycosidiques du PG, entre l'acide N-
acétylmuramique (NAM) et le N-acétylglucosamine (NAG) (Bera et al., 2005). 
De nombreuses espèces de staphylocoques pathogènes sont résistantes au lysozyme. Ceci leur 
permet d’échapper au système immunitaire inné. Chez S. aureus, la résistance est médiée par 
une peptidoglycane O-acétyltransférase (OatA), conduisant à une O-acétylation du PG qui 
empêche la liaison du lysozyme (Bera et al., 2006). S. lugdunensis résiste également à des 
concentrations élevées de lysozyme, de l’ordre de 400 mg/ml (Freney et al., 1988). Il possède 
un gène oatA homologue à celui de S. aureus et du PG O-acétylé (Bera et al., 2006). 
Il a récemment été montré que la survie de S. lugdunensis dans les macrophages était hautement 
dépendante de cette O-acétylation du PG (Flannagan et al., 2018). En effet, un mutant oatA était 
plus sensible à la destruction par le lysozyme et survivait dans une moindre mesure in vitro 
dans les macrophages. De même, dans un modèle murin d’infection systémique,  le mutant oatA 
survivait moins dans les macrophages hépatiques. La survie intracellulaire de S. lugdunensis 
dans les macrophages pourrait ainsi constituer un réservoir contribuant à la dissémination des 
bactéries chez l’hôte (Flannagan et al., 2018). 
 
3.6.2. Autres facteurs de virulence putatifs 
Les analyses génomiques ont permis d’identifier la présence de gènes codant d’autres facteurs 
de virulence putatifs (Heilbronner et al., 2011):  
- Un locus de gènes homologues au locus ess (ESAT-6 secretion system) de S. aureus, 
codant chez cette espèce le système de sécrétion de type VII dont le rôle dans la virulence 
a été démontré, en particulier dans la formation d’abcès (Kneuper et al., 2014). 
- Trois clusters de gènes codant des systèmes de synthèse peptidique non-ribosomaux, 
la plupart des staphylocoques n’en possédant pas. 
- Un locus cap codant une capsule, celle-ci n’ayant été mise en évidence phénotypiquement 
que par Lambe et al. en 1990 (Lambe et al., 1990).  
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Les différents facteurs de virulence ou de fitness décrits ici démontrent que S. lugdunensis est 
une espèce commensale bien équipée pour la survie et la compétition chez son hôte (Figure 27). 
Néanmoins, le comportement agressif de S. lugdunensis, qui le distingue des autres SCN et le 
rapproche de S. aureus, semble moins bien expliqué. Il pourrait être lié à des facteurs de 
virulence qui restent putatifs. Aucune information sur la régulation de la virulence n’est 
disponible chez cette espèce. De même, les données épidémiologiques concernant les infections 
à S. lugdunensis sont à ce jour très parcellaires. 
 
 
 
 
Figure 27. Rôles avérés et/ou putatifs des principaux facteurs de virulence dans la physiopathologie 
des infections à S. lugdunensis (Argemi et al., 2017e). 
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Partie 2 : Systèmes à deux composants et 
régulation de la virulence chez Staphylococcus 
 
La capacité des bactéries du genre Staphylococcus sp. à s’adapter à des environnements variés 
se traduit par la présence de réseaux complexes qui régulent avec précision l’expression de leurs 
gènes, impliqués dans divers métabolismes et dans la virulence. L'un des mécanismes les plus 
largement répandus est le système de transduction de signal à deux composants (TCS), qui 
permet à la bactérie de moduler son profil d'expression génique en réponse à des stimuli 
environnementaux.  
 
1. Généralités sur les systèmes à deux composants (TCS) 
1.1. Structure et fonctionnement des TCS 
Les TCS sont des dispositifs de transduction de signaux répandus chez les bactéries, qui 
permettent de générer une réponse adaptative aux stimuli environnementaux par le biais de 
modifications de l'expression génique (Desai and Kenney, 2017; Tiwari et al., 2017).  
Les TCS « typiques » sont composés d'un senseur situé au niveau membranaire possédant une 
activité d'histidine kinase (HK), et d'un régulateur de réponse (RR) qui agit généralement 
comme un facteur de transcription cytoplasmique (Figure 28). Le senseur détecte les stimuli 
extérieurs et les transforment en un signal cellulaire par autophosphorylation d’un résidu 
d'histidine conservé. Le groupement phosphoryle de l’histidine est ensuite transféré à un résidu 
d’acide aspartique (ou aspartate) conservé du RR (Figure 28). Cette phosphorylation induit un 
changement de conformation du RR qui module l’affinité de son domaine effecteur pour ses 
cibles, les promoteurs des gènes (Casino et al., 2010; West and Stock, 2001). A coté de ce mode 
de transduction classique, ont été décrits d’autres modes atypiques dits non-orthodoxes et 
hybrides (Liu et al., 2019) ou encore des modes incluant des mécanismes de phosphorylation 
croisée entre les HK (Casino et al., 2010).  
Étant donné que jusqu'à 100 TCS peuvent coexister dans une seule cellule, une caractéristique 
clé des TCS est la spécificité d’intéraction entre un HK et son RR apparenté (Casino et al., 
2010). 
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Figure 28. Représentation schématique du fonctionnement d’un système à deux composants (TCS) 
(Casino et al., 2010). Le TCS comprend un senseur transmembranaire dimérique (histidine kinase, HK) et un 
régulateur de réponse (RR) cytoplasmique. L’HK est composé d'un domaine senseur détectant les signaux 
extérieurs, de deux hélices transmembranaires (TM1 et TM2), du domaine de dimérisation DHp (contenant 
un résidu Histidine H conservé) et du domaine de liaison à l'ATP (CA). Le RR est composé du domaine 
receveur REC (contenant un résidu d’acide aspartique D conservé) et de l’effecteur. L’HK est activée par un 
stimulus environnemental, catalysant l'autophosphorylation dépendante de l'ATP du résidu H. Le groupe 
phosphoryle (P) est ensuite transféré sur le résidu D du RR. Cette phosphorylation active le domaine effecteur 
du RR qui génère une réponse cellulaire spécifique.  
 
Les signaux à l’origine de l’activation des TCS sont généralement peu connus, et très peu ont 
été identifiés expérimentalement. Parmi ces signaux, figurent des paramètres chimiques et 
physiques tels que la température, le pH, le niveau en nutriments, la pression osmotique, la 
pression en oxygène, la concentration ionique, l’osmolarité ou encore la densité bactérienne 
(Tiwari et al., 2017; West and Stock, 2001). 
 
1.2.  Rôles des TCS 
Les TCS sont les principaux régulateurs de l’adaptation des bactéries aux changements 
environnementaux (Capra and Laub, 2012). Ces protéines de signalisation ont été trouvées dans 
les génomes de presque toutes les bactéries, à Gram positif comme à Gram négatif, la majorité 
des espèces codant des dizaines, voire des centaines de ces TCS. Il a été observé une corrélation 
positive entre la taille du génome et le nombre de ces systèmes, les génomes plus grands ayant 
tendance à comporter plus de gènes codant ces TCS (Ulrich et al., 2005). La capacité d’une 
bactérie à s’adapter à un large éventail de stress environnementaux est ainsi directement liée au 
nombre de TCS qu'elle possède (Desai and Kenney, 2017). 
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Les TCS sont impliqués dans la régulation de multiples process, comme la croissance 
bactérienne, le chimiotactisme, l’osmorégulation, le métabolisme ou encore le transport d’ions 
(Stock et al., 2000; West and Stock, 2001). En plus de réguler ces fonctions « de base », ils 
peuvent contrôler l'expression de protéines importantes pour la pathogenèse, et permettre à la 
bactérie de s’adapter aux différents micro-environnements rencontrés chez l’hôte au cours du 
cycle infectieux (Beier and Gross, 2006; Tiwari et al., 2017).  
 
2. Implication des TCS dans la virulence chez Staphylococcus   
Au sein du genre Staphylococcus sp., et notamment chez les deux principaux agents pathogènes 
opportunistes S. aureus et S. epidermidis, la régulation des facteurs de virulence est soumise à 
un réseau complexe qui intègre des signaux de l’hôte et de l’environnement pour produire une 
réponse coordonnée. Ce réseau comprend de nombreux TCS, dont le plus étudié est celui du 
quorum sensing Agr. Couplés à ces TCS, des régulateurs cytoplasmiques interviennent 
également dans le contrôle de la virulence, comme ceux de la famille des régulateurs de 
transcription SarA (SarA, Rot, MgrA, etc.) et les facteurs sigma alternatifs SigB et SigH (Haag 
and Bagnoli, 2017; Novick, 2003). 
La pathogénicité de S. aureus est médiée en grande partie à la production de nombreuses 
toxines, exoenzymes et adhésines. Ces déterminants sont exprimés de manière coordonnée au 
cours des différents stades de l’infection, sous l’égide des TCS. Le core-genome de S. aureus 
code 16 TCS (Kuroda et al., 2001), dont l’un est essentiel à la survie bactérienne (WalRK) 
(Tableau 4) (Villanueva et al., 2018).  
A la différence de S. aureus, S. epidermidis possède peu d’adhésines et d’exoenzymes, et il est 
reconnu que son principal mécanisme de pathogenèse est sa capacité de former du biofilm 
(Becker et al., 2014). Une analyse comparative des génomes de souches de S. aureus et  
S. epidermidis a identifié 16 TCS conservés entre les deux espèces (Gill et al., 2005), résultat 
surprenant compte tenu du plus faible nombre de facteurs de virulence produits par  
S. epidermidis. Chez S. lugdunensis, aucune étude génomique n’a décrit à ce jour de façon 
exhaustive les TCS rencontrés chez cette espèce. 
De nombreuses études se sont attachées à caractériser le rôle joué par ces différents TCS dans 
la pathogénicité des staphylocoques, que ce soit dans la production de facteurs de virulence ou 
dans le développement du biofilm. Pratiquement tous les TCS caractérisés contribuent dans une 
certaine mesure à la régulation de l'expression des gènes associés à la virulence. 
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Tableau 4. Systèmes à deux composants (TCS) décrits chez S. aureus (Haag and Bagnoli, 2017). 
 
 
Nous présenterons ici une revue de la littérature des principaux TCS impliqués dans le contrôle 
de la virulence, en fonction de leur rôle le plus caractéristique (Haag and Bagnoli, 2017): 
- régulateurs globaux de l'expression des gènes de virulence (AgrCA et SaeRS),  
- implication dans la respiration bactérienne (SrrAB), 
- implication dans le métabolisme de la paroi cellulaire, dans l’autolyse et dans la mort 
cellulaire (ArlSR, WalRK et LytSR).    
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2.1. Régulateurs globaux de l’expression de la virulence 
Même si de nombreux TCS ont été décrits comme impliqués dans la régulation de la production 
de facteurs de virulence chez les staphylocoques, deux sont considérés comme des régulateurs 
globaux de la virulence. Il s’agit du système du quorum sensing AgrCA et de SaeRS.  
 
2.1.1. Accessory Gene Regulator (Agr) 
Le TCS le plus étudié est celui codé par le locus agr, qui est activé en réponse à la densité 
cellulaire bactérienne et joue un rôle de régulateur global de la virulence. Le signal senseur de 
ce système est un peptide autoinducteur (AIP) qui est produit par les bactéries et s’accumule 
dans l’environnement extérieur. Une fois que celui-ci a atteint une concentration critique, en 
général quand la population cellulaire a atteint un « quorum », le système Agr est activé. Ce 
type de régulation, par lequel la population bactérienne répond à la densité cellulaire en 
modulant l’expression de gènes, définit le quorum sensing (Le and Otto, 2015). Le locus agr a 
été décrit pour la première fois en 1988 chez S. aureus (Peng et al., 1988), puis s’est avéré être 
conservé chez les différentes espèces de staphylocoque. Il a notamment été identifié en 1993 
chez S. lugdunensis (Vandenesch et al., 1993b) et en 1998 chez S. epidermidis (Van Wamel et 
al., 1998). Cependant, un nombre limité d'études ont été réalisées pour valider les fonctions de 
ce locus chez les SCN (Thoendel et al., 2011). 
 
2.1.1.1. Agr et S. aureus 
Organisation génétique du locus agr 
Le locus agr (3,5 kb) appartient au core-genome de S. aureus. Il est composé de deux unités de 
transcription adjacentes mais divergentes, RNAII et RNAIII, contrôlées respectivement par 
deux promoteurs distincts, P2 et P3 (Figure 29) (Haag and Bagnoli, 2017; Jenul and Horswill, 
2018). 
Le transcrit RNAII est un opéron de quatre gènes (agrBDCA), codant les facteurs qui 
constituent la machinerie centrale du système du quorum sensing. AgrC et AgrA forment un 
TCS où AgrC est la protéine senseur HK transmembranaire et AgrA le RR cytoplasmique 
(Figure 29). 
Le transcrit RNAIII est l’effecteur majeur du locus agr et contrôle positivement ou 
négativement l'expression de nombreux gènes au niveau transcriptionnel et post-
transcriptionnel. Le RNAIII est également partiellement traduit et code la δ-hémolysine. 
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Figure 29. Organisation moléculaire, biosynthèse du signal senseur et cascade de transduction du 
système de quorum sensing agr de S. aureus (Jenul and Horswill, 2018). AgrD est maturé en peptide 
autoinducteur (AIP), transporté dans le milieu extracellulaire par AgrB à l'aide de la signal peptidase SpsB. 
Lorsque la concentration d'AIP extracellulaire atteint un niveau critique, le signal est détecté par l'histidine 
kinase AgrC, qui subit une autophosphorylation. Le groupement phosphate est ensuite transféré à AgrA, qui 
ainsi activé se lie aux promoteurs P2 et P3, entraînant l'expression des transcrits RNAII et RNAIII, 
respectivement. Le transcrit RNAII contient l'opéron agrBDCA, codant la machinerie centrale pour la 
biosynthèse et la détection de l'AIP. Le RNAIII est la principale molécule effectrice du système agr et dirige 
l'expression des gènes cibles en aval. AgrA phosphorylé contrôle également l’expression des gènes des 
phenol-soluble modulins (PSMs) en se liant à leurs promoteurs. 
 
Durant la phase exponentielle de croissance, AgrD, le précurseur peptidique de l’AIP, est 
synthétisé. Il est maturé en un peptide de sept à neuf acides aminés, dont les cinq derniers 
résidus sont cyclisés en une structure thiolactone par une chaîne latérale de sérine, sous l’action 
protéolytique de l’endopeptidase transmembranaire AgrB. L’AIP est ensuite exporté à travers 
la paroi dans l’environnement extracellulaire sous l’action de la peptidase SpsB. À une 
concentration seuil (directement liée à la densité cellulaire), l’AIP se lie au récepteur 
extracellulaire d’AgrC. Cette liaison induit l’autophosphorylation du résidu histidine d’AgrC. 
Ce signal est relayé par le transfert du groupement phosphoryle à AgrA qui, ainsi activé, se lie 
aux promotteurs P2 et P3 (Figure 29) (Haag and Bagnoli, 2017; Jenul and Horswill, 2018).  
L’induction de P2 se traduit par la transcription de l'opéron agrBDCA (RNAII), créant une 
boucle d’auto-activation, alors que l’induction de P3 est suivie de la transcription de RNAIII. 
De plus, AgrA se lie aux promoteurs contrôlant positivement l’expression des peptides PSMα 
et PSMβ, de façon indépendante de RNAIII (Figure 29).  
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L’activité d’agr est non seulement sous le contrôle de l’autorégulation par AgrA, mais 
également sous celui de facteurs environnementaux et métaboliques (pH, glucose, carence 
nutritive…), de stimuli de l’hôte (activités inhibitrices de l’hémoglobine et de 
l’apolipoprotéine), de protéines régulatrices (CodY, MgrA, SarA, σB…) et d’autres TCS 
(SrrAB, ArlSR), qui impacteront positivement ou négativement l’expression d’agr (Tableau 5) 
(Jenul and Horswill, 2018; Tan et al., 2018). 
 
 
Tableau 5. Régulateurs ayant un impact, positif ou négatif, sur la fonction du système agr (Jenul and 
Horswill, 2018). 
 
Propriétés régulatrices d’Agr 
S. aureus utilise le système agr pour s’adapter à l’évolution des conditions environnementales 
pendant la croissance et pour réguler la production de ses facteurs de virulence (Singh and Ray, 
2014). Dunman et al. ont identifié 104 gènes régulés positivement et 34 gènes régulés 
négativement par agr d'une manière dépendante de la densité cellulaire (Dunman et al., 2001).  
Le système agr est généralement décrit comme ayant une double action. En effet, dans des 
conditions de densité cellulaire élevée, il réprime la transcription de plusieurs facteurs de 
colonisation comme des protéines de surface (protéine A, coagulase, protéines de liaison à la 
fibronectine) et active celle de plusieurs exoprotéines  au cours de la phase post-exponentielle 
(Figure 30) (Tan et al., 2018). Ainsi, la production de toxines telles que les hémolysines (α, β et 
γ), les leucocidines, les superantigènes comme la TSST-1, les entérotoxines, les exfoliatines et 
la leucocidine de Panton-Valentine (PVL), ainsi que diverses enzymes telles que des protéases, 
des lipases ou encore des nucléases, est régulée positivement par le système Agr. Il contrôle en 
outre des gènes impliqués dans diverses fonctions cellulaires comme le transport de nutriments 
ou le métabolisme des acides aminés (Bronner et al., 2004; Haag and Bagnoli, 2017; Thoendel 
et al., 2011). 
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Figure 30. Rôle du système de quorum sensing agr dans la régulation de la production de facteurs de 
virulence chez S. aureus (Tan et al., 2018). Le transcrit RNAIII est un ARN régulateur de grande taille ayant 
une structure secondaire complexe comportant 14 motifs tiges/boucles, régulant l'expression de nombreux 
facteurs de virulence. Il interagit, directement ou indirectement, en modulant l’initiation de la transcription 
ou à un niveau postranscriptionnel en interagissant avec les transcrits de ses gènes cibles. D'autres régulateurs 
(tels que les protéines SarA ou CodY et SrrAB) peuvent stimuler ou inhiber l'activité d’agr. 
 
De nombreuses études ont confirmé le rôle du système agr dans la régulation de la virulence 
dans différents modèles animaux d’infection. Des mutants agr de S. aureus présentent en effet 
une virulence atténuée dans des modèles d’infections cutanées et de pneumonies murins, ou 
encore d’endocardites infectieuses et d’ostéomyelites chez le lapin (Jenul and Horswill, 2018; 
Thoendel et al., 2011). 
Agr contrôle ainsi la transition du phénotype de colonisation à celui d’infection. À faible densité 
cellulaire, le système Agr n’est pas activé et l’expression des facteurs d’adhésion et de 
colonisation est favorisée. Ensuite, la multiplication bactérienne à des densités cellulaires plus 
élevées active le système Agr, qui réprime les facteurs de colonisation et induit la sécrétion 
d’exoenzymes et de toxines, entraînant une destruction et un envahissement des tissus de l’hôte 
(Figure 31) (Le and Otto, 2015; Thoendel et al., 2011). En outre, Agr joue un rôle dans la 
structuration et le détachement du biofilm en augmentant l’expression des protéases et des 
PSMs. 
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2.1.1.3. Agr et S. lugdunensis 
Organisation génétique du locus agr 
Le locus agr de S. lugdunensis, nommé agr-Sl, a été décrit pour la première fois en 1993 
(Vandenesch et al., 1993b). Il contient une région codant le transcrit RNAIII, une région 
intergénique, et les gènes agrD, agrC et une partie d’agrB (Figure 35). L’identité nucléotidique 
globale avec le locus agr de S. aureus est de 63%, certaines régions étant hautement conservées 
comme celles des promoteurs P2, P3 et la région intergénique (région putative de l’initiation de 
la transcription). Les protéines prédites montrent une homologie assez élevée avec celles de  
S. aureus, à savoir 51% pour AgrB, 44% pour AgrC et 44% pour AgrD. Le RNAIII présente 
un haut degré de conservation dans les régions 5’ et 3’ terminales, mais une homologie moindre 
dans sa région centrale. A la différence de S. aureus et S. epidermidis, le transcrit RNAIII de  
S. lugdunensis ne code pas de δ-hémolysine (Vandenesch et al., 1993b).  
L’activité hémolytique de S. lugdunensis est en effet liée aux peptides SLUSH codés par un 
cluster de gènes situé en dehors du locus agr (cf paragraphe 3.4.1 de la partie 1), mais dont il 
n’a pas encore été démontré si l’expression est contrôlée par agr (Donvito et al., 1997). 
 
 
Figure 35. Organisation génétique comparative du locus agr chez S. aureus et S. lugdunensis 
(Vandenesch et al., 1993b). En haut est représentée une carte de restriction d'un fragment de 6,1 kb contenant 
l'opéron agr de S. aureus, contenant les gènes agrA, agrB, agrC, agrD, hld et orf5. Les transcrits RNAII et 
RNAIII sont indiqués par des flèches. En bas est représentée une carte de restriction d'un fragment de 2,9 kb 
isolé de S. lugdunensis RN8160, contenant les gènes orfB, orfC, orfD et orf5' respectivement, homologues 
aux gènes agrB, agrC, agrD, et orf5 de S. aureus. 
  
La fonctionnalité du locus agr de S. lugdunensis a ensuite été démontrée par clonage des gènes 
agrBD chez un mutant agr de S. aureus qui permet la production d’un signal AIP fonctionnel 
(Ji et al., 1997). De la même façon, le transcrit RNAIII de S. lugdunensis complémenté chez un 
mutant agr de S. aureus restaure partiellement le phénotype Agr (Benito et al., 1998).  
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Groupes d’AIP et agr typing  
Le séquençage de la région hypervariable du locus agr de S. lugdunensis a permis 
l’identification de deux agr types (agr-1Sl et agr-2Sl) (Dufour et al., 2002). Ces deux agr types 
sont associés à la production des peptides AIP-I et AIP-II, composés chacun de sept acides 
aminés, les cinq derniers résidus étant contenus dans le cycle thiolactone (Tableau 6) (Tal-Gan 
et al., 2016). Ces peptides sont capables d’agir comme des inhibiteurs croisés des récepteurs 
AgrC de certains groupes de S. aureus (Ji et al., 1997; Tal-Gan et al., 2016), et sont ainsi 
évoqués comme cibles thérapeutiques pour le traitement d’infections à staphylocoques (Gordon 
et al., 2016). 
 
 
Tableau 6. Structure des peptides autoinducteurs (AIP) des espèces S. aureus (quatre groupes d’AIP), 
S. epidermidis (trois groupes d’AIP) et S. lugdunensis (deux groupes d’AIP) (Tal-Gan et al., 2016). Les 
acides aminés entre parenthèses sont les résidus cyclisés en une structure thiolactone. Les zones grises 
correspondent aux peptides dont l’activité sur les récepteurs AgrC de S. aureus a été étudiée dans l’article. 
 
Quelques études d’agr typing ont été menées pour des souches cliniques de S. lugdunensis. La 
première a porté sur 11 isolats issus de bactériémies entre 2007 et 2008 à l’hôpital universitaire 
de Taiwan, typés par séquençage de la région hypervariable d’agr et par électrophorèse en 
champ pulsé (pulsed-field gel electrophoresis [PFGE]) (Tseng et al., 2015). Les deux agr types 
initialement décrits ont été identifiés, quatre isolats appartenant au groupe agr-1Sl  et sept isolats 
au groupe agr-2Sl. Les isolats de mêmes agr types étaient regroupés dans les mêmes clusters 
par PFGE. Par ailleurs, les isolats appartenant au groupe agr-2Sl présentaient des activités 
hémolytiques et protéasiques plus élevées que les isolats appartenant au groupe agr-1Sl , dans 
la limite du faible nombre d’isolats étudiés (Tseng et al., 2015).  
Une seconde étude a typé par SCCmec, agr et PFGE 118 isolats cliniques de S. lugdunensis 
collectés entre 2003 et 2013 au « Chang Gung Memorial Hospital » à Taiwan (Yeh et al., 2015). 
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L’agr typing était cette fois effectué grâce à une PCR multiplexe amplifiant au sein du gène 
agrC une région de 586 pb pour agr-1Sl  et 771 pb pour agr-2Sl. Parmi ces isolats, 67 (56,8%) 
étaient classés « pathogènes » (isolés de sites normalement stériles ou de deux paires 
d’hémocultures, ou d’une seule hémoculture mais avec des critères cliniques d’infection) et 51 
(43,2%) classés « commensaux » (collectés d’hémocultures isolées sans signes cliniques 
associés). Au total, les deux agr types étaient distribués de façon équitable (45% pour agr-1Sl 
et 55% pour agr-2Sl). Aucune différence statistique n'était observée entre la distribution des agr 
types et les groupes « pathogènes » et « commensaux », ni selon la présence ou non d’une 
activité hémolytique synergique. Cependant, le nombre élevé d’isolats issus d’hémocultures 
limitait l’étude de corrélation antre agr types et contexte clinique. Par contre, une forte 
corrélation entre agr types et SCCmec types était observée pour les isolats résistants à 
l'oxacilline, probablement du fait que ces isolats appartenaient au même clone. En effet, 93% 
(13 sur 14)  des isolats de SCCmec type II appartenaient au groupe agr-1sl et les 22 isolats de 
SCCmec type V appartenaient au groupe agr-2sl (Yeh et al., 2015). La même équipe a ensuite 
analysé 62 isolats supplémentaires responsables de divers types d’infections et n’a pas mis en 
évidence de corrélation entre la distribution des agr types et le type d’infection, et selon le 
contexte d’acquisition (infections communautaires ou infections associées aux soins [IAS]) 
(Yeh et al., 2016).  
 
Ainsi, ces quelques données moléculaires ne permettent pas d’établir de lien entre diversité 
génétique du locus agr de S. lugdunensis et contexte clinique d’isolement des souches. De plus, 
aucune caractérisation fonctionnelle du locus agr n’a encore été menée chez cette espèce, 
probablement du fait de la difficulté d’obtenir des mutants. Compte tenu de l'impact important 
du système Agr dans la pathogenèse d’autres expèces de staphylocoques, l’implication de ce 
locus dans la régulation de la virulence chez S. lugdunensis mériterait d’être étudiée. 
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2.1.2. S. aureus exoprotein expression (SaeRS) 
Le locus sae a été initialement décrit chez S. aureus (Giraudo et al., 1994) puis chez  
S. epidermidis (Handke et al., 2008). Il est  impliqué dans l'expression de nombreux gènes de 
virulence chez S. aureus, et dans la pathogenèse des deux espèces (Liu et al., 2016).  
 
2.1.2.1. SaeRS et S. aureus 
Le locus sae a été décrit pour la première fois en 1994, à la faveur de la caractérisation d’un 
mutant d’insertion Tn551 de S. aureus présentant une diminution de la sécrétion d’exoprotéines 
(α- et β-hémolysines, DNase et coagulase) (Giraudo et al., 1994).  
 
Organisation génétique du locus sae 
Le locus sae est constitué de quatre gènes (saeP, saeQ, saeR et saeS), codant les protéines du 
TCS SaeRS (SaeS étant le senseur HK et SaeR le RR) et deux protéines auxiliaires SaeP 
(lipoprotéine) et SaeQ (protéine membranaire) (Figure 36) (Liu et al., 2016).  
L’opéron est sous le contrôle de deux promoteurs, P1 et P3 (Liu et al., 2016). Le promoteur P3, 
situé au sein du gène saeQ, est constitutif mais faible ; il permet la cotranscription de saeR et 
saeS. Ce promoteur fournit les niveaux basaux du TCS SaeRS, permettant la détection et la 
réponse aux stimuli environnementaux. 
Le promoteur P1, situé en amont du gène saeP, active la transcription des quatre gènes du locus. 
Comparé à P3, P1 est beaucoup plus fort et est auto-induit. Il conduit à une augmentation des 
taux des protéines SaeRS mais sans augmenter l'activité du TCS. En effet, la production de 
SaePQ réduit l'activité globale de Sae en induisant l'activité phosphatase de SaeS par formation 
d’un complexe ternaire SaePQS (Figure 36). La transcription de l’opéron sae à partir du 
promoteur P1 est maximale en phase de croissance post-exponentielle (Novick and Jiang, 
2003). 
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Figure 36. Organisation moléculaire et transduction du signal du sytème à deux composants SaeRS de 
S. aureus (Jenul and Horswill, 2018). (En bas) Le locus sae comprend quatre gènes, saeP, saeQ, saeR et 
saeS. La transcription de saeS et de saeR est controlée par le promoteur P3 situé dans la région codante de 
saeQ ; et les quatres gènes du locus sont transcrits à partir du promoteur P1 situé en amont de saeP. (En 
haut) Lors de l'exposition aux signaux inducteurs, SaeS phosphoryle son régulateur de réponse apparenté 
SaeR. SaeR phosphorylé peut alors se lier à la région promotrice des gènes cibles (y compris saeP1) et induire 
l'expression de nombreux facteurs de virulence. Le phosphorelay de SaeS à SaeR est inhibé par l'action 
combinée de SaeP et SaeQ, qui induisent l’activité phosphatase de SaeS. 
 
Propriétés régulatrices de Sae 
Une analyse transcriptomique a révélé un sous-ensemble de 80 gènes et 133 gènes qui étaient 
respectivement régulés positivement et négativement chez un mutant délété de saeRS (Voyich 
et al., 2009). Il a ainsi été mis en évidence que Sae joue un rôle majeur dans la régulation 
transcriptionnelle de plus de 20 facteurs de virulence, et active de façon directe l’expression 
d’hémolysines (hla et hlb, α et β-hémolysines), de leucocidines (luk), de superantigènes (ssl, 
entérotoxines), de protéines de surface (coa, coagulase ; fnbA et fnbB, protéines de liaison à la 
fibronectine A et B), de nucléases (nuc) ou encore de protéases (splA, sérine protéase) (Liu et 
al., 2016). Certains gènes au contraire sont connus pour être régulés négativement par le 
système, comme le locus cap (codant pour la capsule polysacharidique), même si cette 
médiation semble être indirecte (Steinhuber et al., 2003).  
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De façon intéressante, la protéine senseur SaeS présente des polymorphismes et trois variants 
ont été décrits : SaeSP qui possède une activité kinase augmentée, SaeSSK et son dérivé SaeSSKT 
(Liu et al., 2016).  
D’autre part, deux classes de gènes-cibles de SaeR ont été identifiées, leurs promoteurs différant 
par leur nombre de site de liaison à SaeR (Mainiero et al., 2010):  
- Les gènes-cibles de classe I (par exemple coa, fnbA ou saeP1), dits de faible affinité car 
leur transcription nécessite des taux relativement élevés de SaeR phosphorylé. Leur 
transcription dépend également du polymorphisme de SaeS (gènes plus fortement 
exprimés si la souche possède SaeSP). 
- Les gènes-cibles de classe II (hla et hlb), dits de haute affinité pour SaeR, le niveau 
basal de phosphorylation de SaeR étant suffisant pour leur transcription, et qui sont 
insensibles au polymorphisme de SaeS.  
D’un point de vue expérimental, le locus sae a été démontré comme impliqué dans la formation 
de biofilm, de manière positive ou négative selon les études, probablement en fonction de 
l’environnement dans lequel se trouve la bactérie (Cue et al., 2015). Il est également impliqué 
dans l’adhésion et l’invasion de cellules épithéliales et endothéliales (Steinhuber et al., 2003) 
et comme un élément essentiel de la pathogenèse dans divers modèles infectieux animaux (Liu 
et al., 2016; Voyich et al., 2009). 
Il a été montré que le locus sae n’affecte pas la transcription d’agr, suggérant ainsi qu’il module 
la production des facteurs de virulence en aval de celui-ci (Novick and Jiang, 2003). Sa 
transcription semble affectée par d'autres systèmes de régulation (comme WalRK qui 
l’affecterait positivement), sans qu’il existe de preuve directe de cette régulation. Les 
mécanismes moléculaires par lesquels le TCS SaeRS reçoit et traite les signaux ne sont pas 
encore élucidés, mais diverses molécules pouvant l’activer, telles des molécules produites par 
les polynucléaires neutrophiles (calprotectine et peptides antimicrobiens) et le péroxyde 
d’hydrogène, ou l’inhiber (comme les acides lipotéichoïques, un pH bas ou divers ions 
métalliques), ont été identifiées (Bronner et al., 2004; Liu et al., 2016). 
Le système Sae apparaît donc comme le deuxième système de régulation majeur à deux 
composants qui intervient dans le contrôle de l'expression d’ahésines, de toxines et de protéines 
immunomodulatrice chez S. aureus. A ce titre, agr et sae sont évoqués comme des cibles 
intéressantes dans le développement de nouvelles thérapeutiques ciblant la virulence de  
S. aureus (Kong et al., 2016).  
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2.1.2.2. SaeRS et S. epidermidis 
Organisation génétique du locus sae 
Le locus saePQRS de S. epidermidis est organisé de manière similaire à celle décrite pour  
S. aureus, et présente avec celui-ci une homologie nucléotidique et une homologie prédite en 
acides aminés élevées (Figure 37) (Handke et al., 2008). 
 
Figure 37. Comparaison des séquences nucléotidiques et protéiques du système à deux composants Sae 
de S. aureus et S. epidermidis (Handke et al., 2008). « DNA identity » : pourcentage d'identité entre les 
séquences nucléotidiques ; « AA identity » : pourcentage d'identité entre les séquences en acides aminés. 
 
Propriétés régulatrices de Sae 
Des analyses transcriptomiques ont montré que sae est transcrit au cours de la phase 
exponentielle de croissance chez S. epidermidis. Il permet de contrôler des processus 
métaboliques de base (métabolisme du pyruvate et des acides aminés), et contrairement à  
S. aureus, il intervient peu dans la régulation de la transcription de gènes de virulence. 
Cependant, il pourrait indirectement réguler l’expression des gènes de virulence. En effet, SaeR 
est impliqué dans les phases aiguës précoces de l'infection dans un modèle murin d’infection, 
la réponse des polynucléaires neutrophiles par une souche délétée du gène saeR s’étant révélée 
significativement diminuée (Handke et al., 2008).  
Il a ensuite été montré que SaeRS chez S. epidermidis est impliqué dans la formation de biofilm 
et, à la différence de S. aureus, dans l’autolyse. En effet, une délétion de saeRS résulte en une 
augmentation de la formation de biofilm associée à une augmentation d’ADNe et une 
diminution de la viabilité cellulaire (plus de cellules mortes au sein du biofilm). Ces 
phénomènes sont en lien avec une augmentation de l’expression de la protéine associée à 
l’accumulation de biofilm (Aap), ainsi qu’avec une augmentation de la transcription des gènes 
d’autolysines (atlE, autolysine AtlE et aae, autolysine Aae) chez le mutant (Lou et al., 2011, 
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2014). Ainsi, bien que très proche d’un point de vue nucléotidique et protéique, le TCS SaeRS 
semble jouer des rôles assez différents chez S. aureus et chez S. epidermidis.  
 
2.2. Respiration et fermentation 
Les staphylocoques sont des bactéries anaérobies facultatifs, capables de croître en l'absence 
d'oxygène par respiration anaérobie ou par fermentation, processus qui interviennent 
notamment au cours de certaines infections profondes (Bronner et al., 2004). Plusieurs TCS 
sont activés lors d’un faible niveau en oxygène dans l'environnement, afin d'affiner l'activité 
respiratoire et de détourner les flux énergétiques dans différentes voies métaboliques (Haag and 
Bagnoli, 2017). 
 
2.2.1. Staphylococcal respiratory response (SrrAB)  
Le système SrrAB (ou SrhSR) a été décrit chez S. aureus simultanément par deux équipes 
comme étant un régulateur global de la virulence en cas de faible teneur en oxygène (Throup et 
al., 2001; Yarwood et al., 2001). SrrAB est un homologue du TCS ResED de Bacillus subtilis 
impliqué dans la régulation globale du métabolisme respiratoire aérobie et anaérobie. Il a 
ensuite fait l’objet d’une caractérisation fonctionnelle chez S. epidermidis (Wu et al., 2015). 
 
2.2.1.1. SrrAB et S. aureus 
Organisation génétique du locus srrAB  
Le locus srrAB est constitué de deux gènes, srrA et srrB, codant respectivement le RR 
cytoplasmique SsrA et la protéine senseur transmembranaire HK SsrB. Il contient deux cadres 
ouverts de lecture, les gènes pouvant être co-transcrits ou srrA transcrit de façon indépendante 
(Pragman et al., 2004). 
 
Propriétés régulatrices de SrrAB  
SrrAB est un coordinateur global de réponse aux stress hypoxique, nitrosatif et oxydant, jouant 
ainsi un rôle important dans la survie de S. aureus au cours des processus infectieux chez l’hôte.  
Ce TCS est nécessaire à la croissance en anaérobiose de S. aureus, un mutant srrAB présentant 
un déficit de croissance en l'absence d'oxygène. SrrAB régule en effet positivement des gènes 
impliqués dans le métabolisme anaérobie (Kinkel et al., 2013) et l’expression d’enzymes 
impliquées dans la fermentation (alcool et L-lactate déhydrogénases par exemple) (Throup et 
al., 2001). De plus, srrAB répond à l’hypoxie en régulant un certain nombre de procédés 
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métaboliques, permettant de maintenir la production d'énergie et les processus biosynthétiques 
essentiels (Throup et al., 2001). Il promeut également la résistance au stress nitrosatif par 
activation de systèmes de détoxification (Kinkel et al., 2013) et la résistance au peroxyde 
d’hydrogène (Mashruwala and Boyd, 2017).  
SrrAB agit également comme un régulateur de la production de facteurs de virulence. L’équipe 
de Schlievert a en effet montré que dans des conditions de faible pression partielle en oxygène 
ou de milieu pauvre en nutriments, SrrAB réprime l’expression du transcrit RNAIII du locus 
agr, d’icaR et de facteurs de virulence comme la protéine A et la toxine TSST-1 (Figure 38) 
(Pragman et al., 2004, 2007; Yarwood et al., 2001). Au contraire, dans des conditions 
d’aérobiose, le système SrrAB augmente le niveau de ces transcrits (Pragman et al., 2007). 
 
Figure 38. Modélisation du fonctionnement du système à deux composants SrrAB de S. aureus en 
fonction de la présence ou non d’oxygène dans le milieu (Pragman et al., 2007). (A) En condition aérobie, 
SrrA se lie en amont des promoteurs des gènes tst, spa et icaR et active leur transcription, entraînant une 
augmentation de l’expression des facteurs de virulence TSST-1 et protéine A. (B) Dans des conditions 
anaérobies ou dans des milieux pauvres en nutriments, SrrA réprime la transcription des loci tst, spa et icaR, 
entraînant une réduction de l’expression des facteurs de virulence TSST-1 et protéine A. 
 
Il a été montré que l’activation de SrrAB protège les bactéries de la destruction par les 
polynucléaires neutrophiles (Ulrich et al., 2007). Cette protection est liée d’une part à une 
production accrue de PNAG (la répression d’icaR entraînant l’activation de l’opéron ica) 
(Ulrich et al., 2007), et d’autre part à une résistance aux stress oxydatif et nitrosatif médiés par 
les neutrophiles. En effet, sous l’action du stress oxydant, l’activation de srrAB entraîne une 
régulatation positive du gène plc. Ce gène code la phospholipase C spécifique du 
phosphatidylinositol (PI-PLC), enzyme importante pour la survie de S. aureus dans le sang et 
les polynucléaires neutrophiles humains (White et al., 2014). De plus, SrrAB est essentiel à la 
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survie de S. aureus dans un modèle d'ostéomyélite, potentiellement en lien avec la résistance 
aux polynucléaires neutrophiles (Wilde et al., 2015).  
En outre, SrrAB est impliqué positivement dans la formation de biofilm, des mutants du locus 
présentant une réduction de l’épaisseur du biofilm. De façon étonnante, cette diminution est 
associée à une augmentation de PNAG, suggérant une régulation indépendante de ica. Des 
niveaux accrus de mort cellulaire sont également observés dans le biofilm du mutant (Kinkel et 
al., 2013; Tu Quoc et al., 2007).  
Deux études récentes ont apporté un éclairage sur le rôle joué par SrrAB dans cette formation 
de biofilm. La première a démontré que l’augmentation du nombre de cellules mortes présentée 
par le mutant srrAB dans le biofilm serait liée à une activation de l’expression de l’opéron 
cidABC, connu comme étant un médiateur-clé de la mort cellulaire. Cette mort est associée à 
une accumulation accrue d'espèces réactives de l'oxygène de façon dépendante de CidB, 
démontrant le rôle de cette protéine dans l’induction de la mort cellulaire. Les auteurs ont alors 
supposé que l’activation du système SrrAB entraîne une inhibition de la mort cellulaire par 
répression directe de la transcription de l’opéron cidABC (Windham et al., 2016). La deuxième 
a montré que l’hypoxie favorise la formation de biofilm chez S. aureus et que dans des 
conditions de fermentation, SrrAB active la transcription du gène codant l’autolysine AtlA. 
L’augmentation de la lyse cellulaire résultante entraîne une accumulation d'ADNe qui participe 
à la matrice du biofilm (Mashruwala et al., 2017). 
 
2.2.1.2. SrrAB et S. epidermidis 
Organisation génétique du locus srrAB  
Chez S. epidermidis, les gènes srrA et srrB forment un opéron dont la cotranscription est activée 
par une faible teneur en oxygène, comme chez S. aureus. La protéine SrrA de S. epidermidis 
partage en outre 90,5% d’identité avec celle de S. aureus (Wu et al., 2015). 
 
Propriétés régulatrices de SrrAB  
Le TCS SrrAB est impliqué chez S. epidermidis dans la croissance bactérienne et la formation 
de biofilm. En effet, un mutant ΔsrrA de S. epidermidis présente une croissance retardée, que 
ce soit en aérobiose comme dans des conditions de microaérophilie (Wu et al., 2015). Ces 
résultats diffèrent de S. aureus chez lequel srrAB est nécessaire à la croissance uniquement en 
anaérobiose (Throup et al., 2001), suggérant un rôle différent de ce système dans la croissance 
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chez ces deux espèces. Des analyses transcriptomiques ont montré que les mécanismes de 
régulation de la croissance bactérienne par SrrAB chez S. epidermidis varient en fonction de la 
concentration en oxygène dans l'environnement (Figure 39) (Wu et al., 2015):  
- en condition d’aérobiose, SrrAB régule positivement l’expression de gènes impliqués 
dans le maintien de la chaîne respiratoire (comme qoxBACD, codant une quinol oxidase) ; 
- tandis qu'en condition de microaérobiose, il régule les processus de fermentation et la 
réplication de l’ADN via l’activation de l'opéron pflAB (codant PflA, une enzyme activant 
PflB, une formate acetyltransferase) et des gènes nrdDG (codant NrdG activant NrdD, 
une ribonucléoside triphosphate réductase anaérobie) respectivement. 
De plus, SrrAB régule positivement la formation de biofilm chez S. epidermidis. Un mutant  
ΔsrrA présente une formation de biofilm altérée associée à une diminution de la production de 
PNAG (contrairement à S. aureus), dans des conditions aérobie comme de microaérophilie. Cet 
effet est médié par une laison directe aux promoteurs des gènes icaA et icaR (Figure 39).  
 
Figure 39. Modèle de la régulation par srrAB proposé chez S. epidermidis (Wu et al., 2015). L’activation 
de SrrB en l'absence d’oxygène (O2) entraîne la phosphorylation de SrrA, qui contrôle directement de manière 
positive son propre opéron srrAB (autorégulation), ainsi que les opérons ica, qox et pfl (lignes vertes 
continues). Les gènes qui sont indirectement régulés positivement sont indiqués par des lignes en pointillés. 
Dans le même temps, SrrA-P joue également le rôle de répresseur d’icaR (ligne rouge) qui réprime l'opéron 
ica. + O2, dans des conditions aérobies; −O2, dans des conditions microaérobies. 
 
2.2.2. Autres TCS impliqués dans la respiration 
Deux autres TCS sont impliqués dans les processus de respiration/fermentation (NreCBA et 
AirRS), mais leur rôle dans la virulence étant plus limité, ils ne seront pas détaillés ici (Haag 
and Bagnoli, 2017).  
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2.3. Métabolisme de la paroi cellulaire, autolyse et mort cellulaire 
Comme vu dans le paragraphe 3.1.4 de la partie 1, les HPG participent à un certain nombre de 
processus biologiques. Certaines de ces enzymes, également impliquées dans la lyse cellulaire, 
sont appelées autolysines. Leur activité doit par conséquent être étroitement contrôlée.  
Chez S. aureus, trois TCS régulent le métabolisme de la paroi cellulaire et l’autolyse, 
positivement (WalRK) ou négativement (ArlSR et LytSR). Ces TCS sont ainsi impliqués à la 
fois dans la physiologie cellulaire (WalRK étant le seul à être essentiel à la croissance) et la 
pathogenèse bactérienne (Bronner et al., 2004).  
 
2.3.1. WalRK (ou YycFG) 
Le TCS WalRK (également connu sous le nom de YycFG, VicRK ou MicAB) est impliqué 
dans le contrôle positif de l’activité autolytique, et est le seul système de transduction de signal 
essentiel requis pour la croissance bactérienne. Ce TCS est hautement conservé et semble être 
spécifique aux bactéries à Gram positif à faible teneur en G/C (Haag and Bagnoli, 2017). 
 
2.3.1.1. WalRK et S. aureus 
Organisation génétique du locus walRK 
Chez S. aureus, l’opéron est constitué des gènes walR (yycF), qui code le RR WalR, walK 
(yycG), qui code le senseur HK WalK, yycH et yycI, qui codent des protéines de régulation 
putatives et yycJ, qui code une exonucléase impliquée dans la réparation des mésappariements 
(Figure 40) (Cameron et al., 2016). 
 
 
Figure 40. Organisation génétique de l'opéron walRK chez S. aureus (Cameron et al., 2016). Le système 
de régulation à deux composants WalRK est codé par les gènes walR et walK, situés en amont des gènes  
yycH, yycI et yycJ. Les domaines transmembranaires prédits sont présentés en noir. 
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Propriétés régulatrices de WalRK 
Le TCS WalRK contrôle le métabolisme de la paroi cellulaire et est essentiel à la viabilité 
cellulaire chez S. aureus.  
Ce système a été découvert en 1999, par l’obtention d'un mutant létal sensible à la température 
chez S. aureus qui présentait une mutation dans le locus yycFG (Martin et al., 1999). WalRK 
coordonne le métabolisme de la paroi cellulaire et de la division cellulaire. Son rôle essentiel à 
la croissance bactérienne pourrait être lié au contrôle des enzymes LytM (endopeptidase) et 
SsA (amidase), induisant une relaxation de la réticulation du PG par hydrolyse croisée. En effet, 
le clonage des gènes encodant l’une ou l’autre de ces deux protéines dans un mutant walRK 
restaure la viabilité cellulaire de S. aureus (Delauné et al., 2011). 
D’autre part, le niveau d’expression de walRK dans une souche inductible est corrélé 
positivement avec la capacité de formation de biofilm. Cet effet est probablement en lien avec 
le contrôle positif exercé par WalRK sur l’activité autolytique, et en particulier par le contrôle 
de l’activité des deux autolysines majeures de S. aureus, Atl et LytM (Dubrac et al., 2007).  
Chez S. aureus, WalR se lie directement à une séquence consensus identifiée en amont de 13 
gènes, impliqués dans la virulence, le métabolisme de la paroi cellulaire et sa dégradation 
(Dubrac and Msadek, 2004). Il contrôle également positivement l’expression de gènes 
impliqués dans la virulence de façon indirecte, par activation du signal de transduction du TCS 
SaeRS (Figure 41) (Delauné et al., 2012). Ces gènes codent des protéines impliquées dans 
l’interaction avec la matrice extra-cellulaire de l’hôte (efb, protéine de liaison au fibrinogène ; 
emp, protéine de liaison à la matrice extracellulaire ; fnbA et fnbB, protéines de liaison à la 
fibronectine), des toxines cytolytiques (hla, hlb, et hlgACB, hémolysines α, β et γ) ainsi que des 
molécules d’échappement au système immunitaire inné (scn, protéine inhibitrice du 
complément, chp, protéine inhibitrice du chimiotactisme et sbi, protéine de liaison aux IgG).  
La régulation précise de l'activité de WalRK pourrait être essentielle à la transition entre les 
modes de vie commensal et pathogène de S. aureus. En effet, dans un modèle d'infection murin, 
la virulence de souches productrices d’une protéine WalR constitutivement active est fortement 
diminuée. Cette diminution de la virulence est liée au fait que la stimulation de l’activité 
autolytique induite par WalR entraîne la libération de fragments de PG, activant le recrutement 
des polynucléaires neutrophiles et la production de cytokines pro-inflammatoires. L’activation 
précoce de la réponse inflammatoire de l'hôte est associée de fait à une clairance accrue des 
bactéries (Figure 41) (Delauné et al., 2012) 
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Figure 41. Impact du système à deux composants (TCS) WalRK dans la virulence de S. aureus (Delauné 
et al., 2012). Le TCS WalRK est activé via la phosphorylation de WalR par WalK, ce qui conduit à une 
expression accrue de plusieurs gènes impliqués dans la dégradation et le renouvellement de la paroi cellulaire. 
La libération des produits de dégradation de la paroi peut activer la réponse immunitaire innée de l'hôte, 
entraînant une élimination plus efficace des bactéries et une diminution de la virulence. Une activité accrue 
de WalRK conduit également à la stimulation du TCS SaeRS (flèche en pointillé) et à une augmentation de 
l’expression des gènes de virulence impliqués dans les interactions hôte-pathogène et dans l'échappement au 
système immunitaire inné.  
 
2.3.1.2. WalRK et S. epidermidis 
Organisation génétique du locus walRK 
Chez S. epidermidis, l’opéron est organisé de manière similaire à celui de S. aureus. Il est 
constitué des gènes walR (yycF) qui code le RR, walK (yycG) qui code le senseur HK, et yycH 
et yycI qui codent des protéines de régulation putatives (Xu et al., 2017). 
 
Propriétés régulatrices de WalRK 
Le TCS WalRK est un régulateur clé de la viabilité cellulaire de S. epidermidis. L’inhibition de 
l’expression de walRK chez la souche de S. epidermidis 1457 par une technique d’ARN antisens 
entraîne en effet un retard important (d’environ quatre à cinq heures) d’entrée dans la phase 
exponentielle de croissance (Xu et al., 2017). Comme chez S. aureus, ce retard est partiellement 
restauré par la surexpression de ssaA, codant l’amidase SsaA (S. epidermidis ne possédant pas 
le gène lytM).  
Une recherche in silico a identifié chez S. epidermidis plus de 300 sites de liaison potentiels de 
WalR à des gènes impliqués dans la production d'énergie, la traduction et le métabolisme de la 
paroi cellulaire (Xu et al., 2017). De plus, WalRK régule négativement la formation de biofilm 
chez S. epidermidis. Cependant, à la différence de S. aureus, cet effet est lié à une modulation 
de la production de PNAG. Il a en effet été montré que WalR réprime la transcription du locus 
ica, ainsi que celle des régulateurs impliqués dans la formation de biofilm de façon ica-
dépendante arlR, sarA et sarX, par liaison directe aux promoteurs (Xu et al., 2017).  
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2.3.2. Autolysis-related locus (ArlSR) 
Le TCS ArlSR est un régulateur négatif de l’autolyse, impliqué dans la croissance et la division 
cellulaire, mais également dans la pathogenèse bactérienne chez S. aureus (Jenul and Horswill, 
2018) et chez S. epidermidis (Wu et al., 2015). 
 
2.3.2.1. ArlSR et S. aureus 
Organisation génétique du locus arlSR  
Le locus arlSR est constitué de deux gènes cotranscrits, arlS et arlR, codant respectivement la 
protéine senseur HK ArlS et la protéine RR ArlR, appartenant à la famille des protéines PhoB-
OmpR. 
 
Propriétés régulatrices de ArlSR 
Le TCS ArlSR est décrit comme un régulateur négatif du processus autolytique. Il régule de 
plus des processus métaboliques et influence l'expression de nombreux facteurs de virulence.  
La première description du locus arlSR a été effectuée lors de la caractérisation d’un mutant 
construit chez S. aureus, comportant un transposon situé près de l'extrémité 5’ du gène arlS. Ce 
mutant présentait une adhérence augmentée aux polymères et au polystyrène, et un taux 
d'autolyse accru lié à une augmentation de l'activité des HPG sécrétées (Fournier and Hooper, 
2000). De façon intéressante, il a été observé qu'ArlSR est un répresseur de l'autolyse chez les 
souches de S. aureus sensibles à la méticilline (methicillin-sensible Staphylococcus aureus 
[MSSA]) par répression du gène codant l’autolysine LytN, mais pas chez les souches résistantes 
(methicillin-resistant Staphylococcus aureus [MRSA]), dont l’autolyse est contrôlée par un 
autre mécanisme non défini (Memmi et al., 2012).  
De plus, le système ArlSR régule négativement la production de facteurs de virulence (α- et β-
hémolysines, lipase, coagulase et protéine A) et augmente l’expression de protéines de surface, 
de façon dépendante de la phase de croissance (Fournier et al., 2001; Liang et al., 2005). ArlSR 
serait un régulateur positif de l'activité protéolytique extracellulaire, en particulier de l'activité 
de sérine protéases, enzymes capables de cliver les anticorps de l’hôte (Fournier et al., 2001). 
L’effet sur la transcription de ces facteurs est cependant indirect, ArlR interagissant avec 
d’autres régulateurs (répression du locus agr et activation et de sarA) (Figure 42) (Liang et al., 
2005). Il a également été suggéré qu’ArlSR pourrait réguler positivement la formation de 
capsule chez S. aureus d’une façon dépendante de σB (Meier et al., 2007).  
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Le locus arl n’est pas autorégulé, et sa transcription est activée par les systèmes Agr et Sar 
(Figure 42) (Fournier et al., 2001; Liang et al., 2005).  
 
 
Figure 42. Modélisation des interactions du système à deux composants ArlSR de S. aureus avec 
d’autres régulateurs et avec des gènes codant des facteurs de virulence. Les lignes en pointillés 
représentent les transcrits des loci agr et sar. Les flèches et les barres perpendiculaires indiquent les 
régulations positive et négative respectivement, entre les différents acteurs. AIP, peptide autoinducteur 
(Fournier et al., 2001).  
 
 
La contribution d’ArlSR à la virulence de S. aureus a été montrée dans plusieurs modèles 
animaux d'infection (Benton et al., 2004; Walker et al., 2013). Outre la régulation de la 
production des facteurs de virulence décrits ci-dessus, l’implication de ce TCS dans la 
pathogenèse de S. aureus peut être expliquée par plusieurs autres mécanismes. 
Tout d’abord, ArlSR semble réguler le processus par lequel S. aureus se protège du déficit en 
manganèse induit par la calprotectine chez l’hôte, en changeant de source de carbone (Radin et 
al., 2016). Pour cela, ArlSR réprime les systèmes d'absorption du glucose et active les gènes 
impliqués dans l'utilisation des acides aminés en tant que source de carbone (Liang et al., 2005).  
D’autre part, ArlSR est impliqué dans la formation de biofilm chez S. aureus. Il a tout d’abord 
été décrit comme un inhibiteur de ce mécanisme, divers mutants du locus présentant une 
augmentation de la formation de biofilm (Fournier and Hooper, 2000; Toledo-Arana et al., 
2005). Plus récemment, une étude a au contraire montré qu'ArlSR est le TCS principalement 
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impliqué in vivo dans la colonisation de cathéters par des souches de S. aureus. En effet, parmi 
les 15 TCS étudiés, le mutant arl présentait la plus faible capacité à coloniser des cathéters 
implantés chez des souris, et était le seul à présenter un déficit majeur de production de PNAG. 
Ces résultats ont été confirmés par analyse transcriptomique, ArlSR réprimant la transcription 
d'icaR entraînant ainsi l'expression de l'opéron icaADBC, en lien avec une production accrue 
de PNAG (Burgui et al., 2018).  
Enfin, il a été démontré que le système ArlSR est essentiel à la formation de caillots/agglutinats 
de S. aureus en présence de plasma humain ou de fibrinogène, par intéraction avec le régulateur 
global MgrA (Figure 43) (Walker et al., 2013). En effet, in vivo, S. aureus utilise les protéines 
ClfA et ClfB pour interagir avec le fibrinogène et former des caillots qui protègent les bactéries 
du système immunitaire de l'hôte. ArlSR intervient dans ce processus en activant MgrA, qui 
réprime l’expression de huit protéines de surface (Ebh, SraP, Spa, FnbB, SasG, SasC, FmtB, 
and SdrD) (Crosby et al., 2016). Ces protéines, et plus particulièrement la protéine de surface 
géante Ebh (Extracellular matrix Binding Homologue Protein), ont normalement pour rôle 
d’affecter l'agglutination en interférant physiquement dans la liaison Clf/fibrinogène. Cette 
cascade régulatrice ArlSR-MgrA est cruciale pour la pathogenèse de S. aureus, les souches 
dépourvues des loci arlSR ou mgrA étant moins virulentes dans un modèle d'endocardite de 
lapin (Crosby et al., 2016; Walker et al., 2013). 
 
Figure 43. Modèle du contrôle de la formation d’agglutinats (A) et de la formation de biofilm (B) par 
la cascade de régulation ArlSR-MgrA chez S. aureus (Crosby et al., 2016). (A) En réponse à un signal 
inconnu, le système à deux composants ArlSR est activé, et active à son tour l'expression de MgrA qui 
réprime l'expression de huit protéines de surface (dont Ebh, SraP et SasG), permettant ainsi à ClfA d’interagir 
avec le fibrinogène (Fg) et de former des agglutinats. (B) Lorsque ArlSR est inhibé, la production de MgrA 
diminue et l'expression des protéines de surface augmente. Ces protéines de surface interfèrent avec la liaison 
ClfA/Fg, tandis que l’augmentation de SasG peut favoriser la formation de biofilm. Les flèches et les barres 
perpendiculaires indiquent les régulations positive et négative respectivement. 
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2.3.2.2. ArlSR et S. epidermidis 
Organisation génétique du locus arlSR  
Chez S. epidermidis, le TCS ArlSR est également codé par les deux gènes arlS et arlR qui sont 
cotranscrits (Wu et al., 2012).  
 
Propriétés régulatrices de ArlSR 
De la même façon que chez S. aureus, ArlSR régule négativement l’autolyse chez  
S. epidermidis, un mutant délété d’arlSR présentant un taux plus élevé d’autolyse que la souche 
sauvage (Wu et al., 2012).  
De plus, ArlR active la transcription de l’opéron icaADBC par liaison directe à la région 
promotrice,  et favorise ainsi la formation de biofilm chez S. epidermidis (Wu et al., 2012). Un 
mutant délété  d’arlSR présente en effet une très forte diminution de la capacité de formation 
de biofilm à la fois in vitro et in vivo dans un modèle d’infection sous-cutanée chez le lapin, en 
lien avec une diminution de PNAG, sans que la quantité d’ADNe ne soit affectée.  
La même équipe a ensuite confirmé le rôle joué par ce TCS dans la formation de biofilm chez 
des isolats cliniques de S. epidermidis. Quinze isolats non producteurs de biofilm exprimaient 
en effet des niveaux bas d’ARNm d’arlR et d’icaA, associés à une production significativement 
moins importante de PNAG, comparativement à une souche de référence de S. epidermidis 
productrice de biofilm (Wu et al., 2014).  
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2.3.3. LytSR 
Le TCS LytSR est un régulateur clé de l’activité des HPG, impliqué dans différents processus 
métaboliques majeurs mais également dans le contrôle de la mort cellulaire programmée et de 
la lyse au sein du biofilm. 
 
2.3.3.1. LytSR et S. aureus 
Les gènes lytSR ont été découverts au cours d’une stratégie de séquençage de fragments d’ADN 
chez S. aureus dans l’objectif d’identifier des gènes codant de potentiels senseurs (Brunskill 
and Bayles, 1996a).  
 
Organisation génétique du locus lytSR  
Le locus lytSR est constitué de deux gènes cotranscrits, lytS et lytR, codant respectivement la 
protéine HK LytS (senseur) et la protéine de RR cytoplasmique LytR. Cependant, contrairement 
à la plupart des protéines senseur qui possèdent deux domaines transmembranaires, la protéine 
LytS en contient six à son extrémité N-terminale (Bronner et al., 2004).  
 
Propriétés régulatrices de LytSR 
LytSR est un régulateur négatif de l’activité des HPG et de l’autolyse chez S. aureus. Il a plus 
récemment été décrit comme impliqué dans le contrôle des processus de mort et de lyse 
cellulaire au cours du développement du biofilm. 
 
o Activité des HPG et autolyse  
LytSR a été à l'origine décrit comme un TCS putatif qui affecterait le contrôle de l'activité des 
HPG et de l'autolyse (Brunskill and Bayles, 1996a). En effet, un mutant lytS présente une 
autolyse accrue et une altération des niveaux d'activité des HPG. Une caractérisation plus 
approfondie de l'opéron lytSR a conduit à la découverte de l'opéron lrgAB situé immédiatement 
en aval, dont l'expression s'est révélée être régulée positivement par LytSR (Figure 44) 
(Brunskill and Bayles, 1996b). Un double mutant du locus lrgAB présente une augmentation de 
l’activité des HPG ainsi qu’une augmentation de la mort cellulaire induite par la pénicilline en 
phase stationnaire de croissance, moment où l’expression de l’opéron lrgAB est maximale 
(Groicher et al., 2000).  
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En parallèle, l’opéron cidABC a été identifié comme ayant un rôle opposé à celui de lrgAB, en 
induisant une augmentation de l’activité des HPG et de la mort cellulaire induite par la 
pénicilline (Rice et al., 2003).  
De façon intéressante, LrgA et CidA partagent des caractéristiques de structure secondaire avec 
les protéines de la famille des holines/antiholines (Brunskill and Bayles, 1996b). Cette famille 
est connue pour jouer un rôle important au cours de l’infection bactérienne par des 
bactériophages. En effet, les holines phagiques s’oligomérisent au sein de la membrane 
bactérienne, formant un canal qui permet aux HPG phagiques d’accéder au PG et de 
l’hydrolyser, entraînant une lyse cellulaire et la libération des particules de bactériophages 
nouvellement formées (Young et al., 2000). Il a ainsi été proposé que cidA code une holine qui, 
en s’oligomérisant à la membrane et formant un pore, est un effecteur de l’activité des HPG et 
de la lyse cellulaire. LrgA au contraire, fonctionne comme une antiholine qui inhibe ces process 
(Figure 44) (Bayles, 2000; Ranjit et al., 2011).  
 
 
Figure 44. Système de régulation Cid/Lrg impliqué dans le contrôle de la mort cellulaire et de la lyse 
chez S. aureus. Les gènes cidA et lrgA codent des protéines hydrophobes homologues qui fonctionnent 
respectivement comme holine et antiholine. Les gènes cidB et lrgB codent des protéines hydrophobes 
homologues. Le gène cidC code une pyruvate oxydase qui décarboxyle le pyruvate en acétate. Quand le 
système de régulation à deux composants LytSR détecte une diminution du potentiel membranaire, il répond 
en induisant la transcription de lrgAB. En présence d’excès de glucose et d’oxygène, l’acétyl-Phosphate peut 
activer directement LytR, indépendamment de LytS. L’accumulation de pyruvate et/ou d'acétate 
intracellulaire active le régulateur de transcription CidR, qui induit la transcription de cidABC. PTS, 
phosphotransférase; PDH, pyruvate déshydrogénase; PTA, phosphotransacétylase; AckA, acétate kinase 
(Sadykov and Bayles, 2012).  
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L’analyse transcriptomique d’un mutant lytS a confirmé que l’opéron lrgAB est la cible 
principale de la régulation induite par LytSR, mais que ce système de régulation a également 
un impact sur l'expression d'une grande variété de gènes impliqués dans des métabolismes de 
base. La plupart des gènes régulés négativement chez le mutant sont impliqués dans le 
métabolisme des carbohydrates, le métabolisme énergétique ou nucléotidique, ainsi que dans la 
réplication, la transcription et la traduction (Sharma-Kuinkel et al., 2009). 
 
o Mort cellulaire et lyse au cours du développement du biofilm 
De façon intéressante, des délétions dans les opérons cid ou lrg conduisent à des altérations 
dans la formation de biofilm et dans la libération d’ADNe. Ainsi, chez S. aureus, un mutant 
lytS forme un biofilm adhérent avec une augmentation d’ADNe (Sharma-Kuinkel et al., 2009), 
tandis qu’un mutant cidA présente les caractéristiques inverses (Rice et al., 2007).  
Il a ainsi été proposé que les opérons cid et lrg ont pour fonction biologique de réguler la mort 
cellulaire programmée et la lyse au cours du développement du biofilm (Bayles, 2007; Sadykov 
and Bayles, 2012). En effet, au sein du biofilm, une sous-population de bactéries mortes se lyse 
et libère de l'ADNe, qui joue alors un rôle essentiel dans l'adhésion intercellulaire et la stabilité 
du biofilm, au profit des bactéries survivantes. CidA agirait alors comme un effecteur positif de 
la lyse cellulaire et de la libération d'ADN dans le biofilm, tandis que LrgA serait un inhibiteur 
de ces phénomènes. Ainsi, la balance entre CidA et LrgA au sein de chaque cellule détermine 
lesquelles vivront et se répliqueront, et lesquelles mourront et se lyseront, mais sans que les 
processus déterminant cette balance soient élucidés (Windham et al., 2016). 
 
o Signaux d’activation 
Les opérons lrg et cid étant impliqués dans la lyse cellulaire, leur transcription est soumise à un 
contrôle complexe. Deux réseaux de régulation sont impliqués.  
Le premier est en lien avec le métabolisme des glucides, en réponse à un excès de glucose et 
d'oxygène. Cet excès conduit à une production de pyruvate et d’acétate qui active le régulateur 
de transcription CidR, activant la transcription de cidABC (Figure 44) (Yang et al., 2005). Il a 
plus récemment été démontré que ces conditions activent également la transcription de lrgAB 
via une activation directe de LytR, indépendamment de LytS. Cette activation pourrait être 
expliquée par une phosphorylation directe de LytR par une petite molécule donneuse de 
phosphate, telle que l’acétyl-phosphate (Figure 44) (Patel and Golemi-Kotra, 2015; Sadykov 
and Bayles, 2012). 
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Le TCS LytSR répond d’autre part à une diminution du potentiel de membrane (force proton 
motrice de la membrane cytoplasmique) (Figure 44), la présence de six domaines 
transmembranaires de LytS serait idéalement adaptée pour détecter ces signaux (Patton et al., 
2006). Ces changements de potentiel de membrane peuvent survenir in vivo chez l’hôte, en 
présence de peptides antimicrobiens cationiques qui perturbent la membrane cellulaire 
bactérienne et en altèrent le potentiel de membrane, conduisant à une action bactéricide rapide. 
Il a ainsi été suggéré que LytSR, en détectant ces changements de potentiel de membrane, 
jouerait un rôle important dans les réponses adaptatives de S. aureus aux peptides 
antimicrobiens. Un mutant lytS présente en effet une augmentation significative in vitro de la 
sensibilité à une large gamme de peptides cationiques, alors qu’un mutant lrgAB ne présente 
pas d’altération (Yang et al., 2013). Ces données sont corroborées in vivo dans un modèle 
d’endocardite de lapin lors d’un traitement avec de la daptomycine liée au calcium (modifiant 
le potentiel de membrane) où le mutant lytS, mais pas le mutant lrgAB, survit significativement 
moins longtemps dans les tissus (Yang et al., 2013).  
Des études ont été menées dans l’objectif de mieux comprendre comment ces signaux 
d’activation sont impliqués dans la coordination de l’expression des opérons cid et lrg au cours 
du développement du biofilm. Grâce à des technologies microfluidiques, il a été montré que 
leur expression varie de façon temporelle et spatiale au cours du développement du biofilm. Au 
sein des larges structures en tours (à croissance rapide), l’expression de lrgAB est constitutive 
et diffuse alors que celle de cid est retardée et située à l’intérieur des structures, probablement 
en réponse aux conditions hypoxiques qui apparaissent au fur et à mesure que la taille de la 
structure augmente. Au contraire, dans les petites structures en tours (à croissance lente), 
l’expression de cid est constitutive tandis que celle de lrgAB est indétectable. Ces données 
reflètent ainsi l’hétérogénéité métabolique existante au sein du biofilm, et le fait que 
l’expression de ces deux opérons est contrôlée par des systèmes de régulation distincts qui 
répondent à des signaux métaboliques différents (Moormeier and Bayles, 2017; Moormeier et 
al., 2013). 
Par conséquent, une meilleure compréhension des différences métaboliques existant dans les 
différentes structures au sein des biofilms pourra à l’avenir permettre de mieux comprendre les 
signaux métaboliques détectés par les systèmes de régulation CidR et LytSR. 
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2.3.3.2. LytSR et S. epidermidis 
Organisation génétique du locus lytSR  
L’opéron lytSR de S. epidermidis est homologue à celui de S. aureus. Immédiatement en aval 
de lytR est également localisé l'opéron lrgAB, codant deux protéines putatives membranaires 
holin-like (Figure 45) (Zhu et al., 2010). 
 
 
Figure 45. Représentation schématique du locus lytSR de S. epidermidis (Zhu et al., 2010). 
 
Propriétés régulatrices de LytSR 
Chez S. epidermidis, le TCS LytSR régule l’activité extracellulaire des HPG, la mort cellulaire 
au cours de la formation de biofilm et l’utilisation du pyruvate (Zhu et al., 2010). Cependant, à 
la différence de S. aureus,  il ne semble pas ou peu avoir de rôle dans l’autolyse.  
En effet, un mutant délété de lytSR chez S. epidermidis présente une diminution de l’activité 
des HPG extracellulaires et produit plus de biofilm avec un taux significativement moins élevé 
de cellules mortes (Zhu et al., 2010). Cependant, il ne présente pas de différence avec la souche 
sauvage dans l’autolyse induite par le Triton X-100. L’analyse transcriptomique montre que la 
délétion de lytSR entraîne une réponse stringente, avec une régulation négative des gènes 
impliqués dans la synthèse protéique et le métabolisme énergétique, alors que les gènes 
impliqués dans la biosynthèse des acides aminés et des nucléotides sont régulés positivement. 
Les signaux à l’origine de l’activation de LytSR chez S. epidermidis restent à ce jour inconnus. 
Ainsi, bien que très conservé, le TCS LytSR joue des rôles variables au sein de chaque espèce, 
tout en restant en lien avec le métabolisme et/ou la mort cellulaire (van den Esker et al., 2017). 
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Les TCS s’intègrent à un réseau complexe qui permet aux staphylocoques de s’adapter à une 
grande diversité de stimuli environnementaux. Ce réseau interconnecté leur permet notamment 
de s’implanter dans les différentes niches rencontrées au cours de leur cycle de vie commensal 
et infectieux chez l’hôte. L’implication de ces régulateurs dans la pathogenèse a été très étudiée 
chez S. aureus. Les principaux sont représentés dans la Figure 46. Il reste cependant encore 
beaucoup à découvrir, notamment sur les signaux détectés par les TCS et leur relais, dont la 
compréhension pourrait contribuer à fournir des cibles pour le développement de stratégies de 
lutte contre les infections à staphylocoques.  
Le génome des souches de S. lugdunensis N920143 et HKU09-01 (Heilbronner et al., 2011; 
Tse et al., 2010) possède les principaux TCS impliqués dans le contrôle de la virulence décrits 
ci-dessus, mais aucune caractérisation fonctionnelle n’a été effectuée à ce jour. 
 
 
Figure 46. Représentation des réseaux d'interaction des principaux régulateurs globaux de la virulence 
chez S. aureus (Jenul and Horswill, 2018). Le schéma décrit un aperçu de six systèmes de régulation, trois 
systèmes à deux composants (Agr, SaeRS et ArlSR) et trois membres de la famille des protéines SarA (SarA, 
Rot et MgrA).  Les facteurs de virulence  contrôlés pour chaque système sont représentés 
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3. Travail personnel : rôle du système à deux composants LytSR dans la 
pathogenèse et la formation de biofilm chez S. lugdunensis  
3.1. Introduction 
Contexte et objectifs de l’étude 
S. lugdunensis est une espèce de SCN particulièrement pathogène. Parmi les facteurs de 
virulence décrits, la capacité de formation de biofilm au sein des tissus de l’hôte et sur les 
dispositifs medicaux implantés semble jouer un rôle dans la pathogenèse de nombreuses 
infections causées par cette espèce (Argemi et al., 2017d; Frank et al., 2008). A la différence 
des autres espèces de staphylocoques, le PNAG n'est pas un composant majeur de la matrice du 
biofilm de S. lugdunensis, malgré l'identification d'un locus icaADBC. Les facteurs protéiques 
et l’ADNe semblent au contraire majoritairement impliquées dans la matrice de son biofilm 
(Frank and Patel, 2007). Même si les protéines composant cette matrice n’ont jamais été décrites 
de façon exhaustive, l’autolysine AtlL (Gibert et al., 2014), la protéine IsdC (Missineo et al., 
2014) et le gène impliqué dans la compétence comEB (Rajendran et al., 2015) ont été identifiés 
comme jouant un rôle dans la formation de biofilm de S. lugdunensis. 
Les espèces S. aureus et S. epidermidis sont également capables de former un biofilm protéique, 
indépendamment du PNAG (Kogan et al., 2006; Rohde et al., 2007). De facon intéressante, il 
a été montré chez S. aureus que des signaux environnementaux peuvent déterminer la 
composition plutôt polysaccharidique ou plutôt protéique de la matrice (Vergara-Irigaray et al., 
2009). Ces signaux peuvent notamment être détectés par les TCS, qui, en réponse à certains 
stimuli environnementaux, modulent l’expression de nombreux gènes (Haag and Bagnoli, 
2017). Certains TCS ont ainsi un rôle régulateur dans la formation de biofilm chez S. aureus, 
tels qu'agr (Kavanaugh and Horswill, 2016), arlSR (Burgui et al., 2018) et lytSR (Sharma-
Kuinkel et al., 2009).  
Fait intéressant, le TCS LytSR joue un rôle important dans le développement de biofilm chez 
S. aureus comme chez S. epidermidis par un mécanisme indépendant du locus ica (Sharma-
Kuinkel et al., 2009; Zhu et al., 2010). Cet effet est lié au contrôle exercé par LytSR sur la lyse 
et la mort cellulaire au sein du biofilm (Sadykov and Bayles, 2012).  
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A la suite des travaux menés sur la caractérisation des rôles de l’autolysine majeure de  
S. lugdunensis AtlL (Bourgeois et al., 2009; Gibert et al., 2014), le GRAM a souhaité 
développer une approche plus globale en s’intéressant à l’étude des mécanismes régulateurs de 
l’autolyse et au TCS LytSR. En effet, par analogie à ce qui est décrit chez S. aureus, le système 
autolytique de S. lugdunensis pourrait être sous le contrôle d’un système homologue de LytSR, 
où LytS est le senseur et LytR le régulateur transcriptionnel.  
 
Ainsi, l’objectif de ce premier volet de Doctorat était la caractérisation fonctionnelle de LytSR 
chez S. lugdunensis. Par une approche de délétion des gènes lytSR chez la souche S. lugdunensis 
DSM 4804 (Freney et al., 1988), le rôle du TCS dans la formation de biofilm, dans l'autolyse 
induite et dans la virulence in vivo a été étudié. En outre, une approche transcriptomique par 
analyse de puces à ADN a été réalisée adin d’identifier les gènes sous le contrôle de LytSR, et 
les voies métaboliques impactées par la délétion. 
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Résultats 
Le locus lytSR de S. lugdunensis présente une forte homologie en séquence nucléotidique (67%) 
et en acides aminés (64%) avec son homologue chez S. aureus. Ces gènes sont co-transcrits, 
leur transcription étant maximale à six heures de culture. En aval du locus lytSR sont situés les 
gènes lrgAB, dont l’expression est maximale après huit heures de culture. 
Pour investiger le rôle de LytSR, un mutant S. lugdunensis DSM 4804 délété des gènes lytSR a 
été construit par recombinaison homologue. Dans l’objectif d’exclure un effet polaire de la 
délétion, nous avons complémenté la souche ΔlytSR avec les plasmides pCU1:lytSR et pCU1. 
Les quatre souches ont présenté une cinétique de croissance identique en milieu liquide 
trypticase-soja, sans différence de viabilité cellulaire. 
Le TCS LytSR chez S. lugdunensis ne semble être impliqué ni dans le contrôle de l’autolyse 
induite par un stress, ni dans la mort cellullaire induite par les antibiotiques inhibant la synthèse 
de la paroi cellulaire (pénicilline G et glycopeptides). En effet, aucune différence de lyse n’a 
été observée entre la souche sauvage et le mutant ΔlytSR en présence de Triton X-100. De la 
même façon, les courbes de bactéricidie ont montré que la souche sauvage S. lugdunensis DSM 
4804 est tolérante aux glycopeptides, tout comme le mutant ∆lytSR, alors que la pénicilline G 
a une activité bactéricide identique sur les souches sauvage et mutée. 
En revanche, le système LytSR joue un rôle dans la formation de biofilm chez S. lugdunensis. 
L’étude de l’architecture du biofilm des souches sauvage, mutante et complémentées a été 
menée par CLSM en collaboration avec les Dr Ludovic Galas et Damien Schapman de la 
plateforme Primacen de l’Université de Rouen. Les analyses menées grâce au logiciel Imaris 
ont montré une diminution significative de la biomasse ainsi qu’un taux de cellules mortes 
significativement plus élevé dans le biofilm de la souche mutée ΔlytSR par rapport à la souche 
sauvage. De plus, le biofilm de la souche mutée ne présentait plus les structures typiques en 
tours observées dans le biofilm de la souche sauvage. La complémentation du mutant avec lytSR 
restaurait partiellement ces structures. 
En collaboration avec le Pr Olivier Lesouhaitier du Laboratoire de Microbiologie Signaux et 
MicroEnvironnement (LMSM EA4312) de l’Université de Rouen, nous avons évalué l'effet de 
la délétion de lytSR sur la pathogenèse de S. lugdunensis (i) in vitro en utilisant le modèle de 
cytotoxicité cellulaire sur la lignée de kératinocytes humains HaCaT et (ii) in vivo par utilisation 
du modèle d'infection du nématode C. elegans en milieu solide (slow killing) et en milieu liquide 
(fast killing). La souche mutée était significativement moins virulente dans le test de slow 
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killing, 50% des vers en contact avec la souche ΔlytSR mourraient en 19 jours alors qu’en 
présence de la souche sauvage 50% des vers mourraient en 15 jours (P <0,0001). En revanche, 
aucun effet de la délétion de lytSR n’a été observé dans le test de fast killing de C. elegans ni 
dans la libération de lactate dehydrogenase (LDH) par les cellules HaCaT.  
Enfin, une analyse comparée du transcriptome de la souche sauvage et de la souche mutante a 
été menée après six heures et huit heures de culture, en collaboration avec l’UMR 1245 du Pr 
Thierry Frébourg de l’Université de Rouen. La délétion ΔlytSR affectait significativement (P 
<0,05) l’expression de 244 gènes, à des niveaus deux fois supérieurs ou inférieurs par rapport 
à la souche sauvage. La transcription de 124 gènes était affectée à six heures (79 régulés 
positivement et 45 négativement), et 174 gènes à huit heures (108 régulés positivement et 66 
négativement). L'opéron lrgAB a été le plus fortement impacté par la délétion, l'expression de 
lrgA et lrgB à huit heures chez le mutant ΔlytSR ayant été diminuée de 195 et 162 fois 
respectivement. Ce résultat a été confirmé par qRT-PCR. D’autre part, les principaux gènes 
sous-exprimés par la souche ΔlytSR étaient impliqués dans les voies de synthèse des acides 
aminés (thrBC, SLUG_15840, SLUG_15710…), de dégradation des bases azotées (xpt, pyn, 
guaAB…)  et dans les voies de réplication de l’ADN (dnaC et SLUG_13250), alors que les 
gènes sur-exprimés intervenaient dans le métabolisme du nitrate et du nitrite (narGHIJ et 
nirBD), le métabolisme du pyruvate (cidC, SLUG_09450, SLUG_02280 à SLUG_02310), dans 
la dégradation des acides aminés (SLUG_09494, SLUG_09450, SLUG13970…) et dans la 
synthèse des bases azotées (nrdD, rpoE, tmk…). De plus, LytSR régulait négativement des 
gènes codant un grand nombre de protéines membranaires, connues comme la protéine de 
liaison au fibrinogène Fbl (fbl) ou putatives comme les Sls (slsB et slsC). Au contraire, il 
régulait positivement l’expression des gènes codant l’autolysine majeure AtlL (atlL), des 
protéines exportées putatives ainsi que de facteurs de virulence présumés tels que le système de 
sécrétion de type VII (essB, esaB et essA). 
Cette étude est la première à décrire le rôle d'un TCS chez S. lugdunensis, un SCN 
particulièrement virulent. Nos résultats démontrent que LytSR joue un rôle important dans la 
formation de biofilm chez cette espèce, probablement en relation avec la mort cellulaire et le 
métabolisme. Les analyses transcriptomiques apportent un nouvel éclairage sur des facteurs de 
virulence présumés de S. lugdunensis qui pourraient être régulés par LytSR. LytSR apparaît 
ainsi comme un TCS majeur impliqué dans la pathogenèse de S. lugdunensis, comme en 
témoigne le modèle d’infection du nématode C. elegans. 
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3.2. Publication n°1 : rôle du sysème à deux composants LytSR dans la 
formation de biofilm et la pathogenèse de S. lugdunensis 
 
Role of the LytSR two-component regulatory system in Staphylococcus lugdunensis 
biofilm formation and pathogenesis.  
 
S. Dahyot, V. Oxaran, M. Niepceron, E. Dupart, S. Legris, J. Didi, T. Clamens, O. Lesouhaitier, 
Y. Zerdoumi, J.M. Flaman, M. Pestel-Caron.  
 
Article en préparation, pour une soumission dans Frontiers in Microbiology. 
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Abstract  32 
 33 
Background. Staphylococcus lugdunensis is a coagulase negative Staphylococcus, increasingly 34 
recognized as a virulent pathogen. It is responsible for a wide variety of infections, some of 35 
which being associated with biofilm production, such as implanted medical devices infections 36 
or endocarditis. However, little is known about S. lugdunensis virulence regulation. Two-37 
component regulatory systems (TCS) play critical roles in bacterial adaptation, survival and 38 
virulence. Among them, LytSR is widely conserved, but has variable roles in different 39 
organisms, all being connected to metabolism or cell death and lysis in biofilms. Therefore, we 40 
investigated here the functions of LytSR in S. lugdunensis pathogenesis. 41 
 42 
Results. Deletion of lytSR did not alter neither the susceptibility to Triton X-100 induced 43 
autolysis nor the death induced by antibiotics targeting cell wall synthesis. However, the ΔlytSR 44 
strain produced less biofilm, and exhibited no tower structures as well as a higher rate of dead 45 
cells within the biofilm compared to the wild-type strain. Virulence in Caenorhabditis elegans 46 
slow killing assay was significantly reduced for the mutant compared to the wild-type strain. 47 
The deletion of lytSR had no effect on the cytotoxicity in human keratinocyte cell line HaCaT. 48 
Transcriptional analyses conducted at mid- and late-exponential phases showed that lytSR 49 
deletion affected the expression of 244 genes involved in basic functions such as metabolism 50 
of amino acid, carbohydrates and nucleotides. Furthermore, LytSR appeared to downregulate a 51 
great number of known or putative membrane proteins, including the fibrinogen-binding 52 
protein Fbl, while upregulating exported proteins like the major autolysin AtlL as well as 53 
putative virulence factors like genes encoding the type VII secretion system. 54 
 55 
Conclusion. Overall, our data suggest that the LytSR TCS is implicated in S. lugdunensis 56 
pathogenesis, through its involvement in biofilm formation and potentially by the control of 57 
genes encoding putative virulence factors. 58 
  59 
  
Introduction  60 
Staphylococcus lugdunensis is part of coagulase-negative staphylococci (CoNS). This 61 
bacterium belongs to the human skin flora ; van der Mee-Marquet et al. found for example an 62 
inguinal S. lugdunensis carriage for 22% of 140 incoming patients (van der Mee-Marquet et al., 63 
2003). However, its pathogenicity is closer to that of Staphylococcus aureus than that of other 64 
CoNS in terms of tissue destruction ability and clinical course (Frank et al., 2008). In particular, 65 
S. lugdunensis native valve endocarditis can be particularly aggressive and destructive, often 66 
requiring surgery (Anguera et al., 2005). It can also cause a wide range of infections such as 67 
abscess and wound infections (Böcher et al., 2009; Heldt Manica and Cohen, 2017), bone and 68 
joint infections (Argemi et al., 2017) and infections associated with catheter or implanted 69 
medical devices (Nesher et al., 2017). Only few virulence factors have been so far identified to 70 
explain such a pathogenicity (Heilbronner et al., 2011). Similarly to other staphylococci, the 71 
pathogeny of S. lugdunensis appears in many infections to be related to biofilm formation 72 
within host tissues or on indwelling medical devices (Argemi et al., 2017; Frank and Patel, 73 
2007). The resulting infections are usually difficult to treat because biofilm protects bacteria 74 
from the host's immune system and antimicrobial therapies (Lebeaux et al., 2014; Stewart and 75 
Costerton, 2001). 76 
 77 
In staphylococci, and more particularly in the most studied staphylococcal species S. aureus 78 
and Staphylococcus epidermidis, the exopolysaccharide poly-N-acetylglucosamine (PNAG), 79 
also termed polysaccharide intercellular adhesion (PIA), is the most important adhesive biofilm 80 
molecule (Maira-Litrán et al., 2002). PIA is encoded by the icaADBC operon composed of four 81 
genes whose expression is regulated by the transcriptional repressor IcaR. Despite the 82 
identification of an icaADBC locus, PIA is not a major component of the S. lugdunensis biofilm 83 
matrix (Frank and Patel, 2007). Instead, biofilm consists of extracellular factors which are 84 
mainly proteinaceous. However, all of these proteins have not yet been identified. Amongst the 85 
identified surface proteins that are involved in S. lugdunensis biofilm formation, the iron-86 
regulated surface determinant IsdC under iron limited conditions (Missineo et al., 2014) and 87 
the major autolysin AtlL (Gibert et al., 2014; Hussain et al., 2015) have been demonstrated to 88 
be important actors. 89 
 90 
Although their clinical significance, production and regulation of staphylococcal biofilms 91 
remain poorly defined. It is assumed that environmental signals can influence the rather 92 
  
polysaccharide or proteinaceous composition of the biofilm matrix (Vergara-Irigaray et al., 93 
2009). Indeed, some isolates of S. aureus and S. epidermidis are able to form biofilm without 94 
PIA (Arciola et al., 2015; Rohde et al., 2007). The ability of bacteria to adapt to environment is 95 
mediated by complex regulatory networks, including two-component signal transduction 96 
systems (TCSs) which allow a pathogen to alter its gene expression in response to 97 
environmental stimuli (Beier and Gross, 2006; Haag and Bagnoli, 2017). Some of these TCSs 98 
have been shown to be involved in controlling staphylococcal biofilm formation, such as agr 99 
(Kavanaugh and Horswill, 2016), arlRS (Burgui et al., 2018) and lytSR (Sharma-Kuinkel et al., 100 
2009). Interestingly, LytSR TCS plays an important role in biofilm development in S. aureus 101 
(Sharma-Kuinkel et al., 2009) as in S. epidermidis (Zhu et al., 2010) through an ica-independent 102 
mechanism.  103 
 104 
The LytSR system was firstly identified in S. aureus, where it was shown to affect murein 105 
hydrolase activity and autolysis (Brunskill and Bayles, 1996a). Further characterization 106 
demonstrated that LytSR positively regulates the expression of the immediately downstream 107 
lrgAB operon (Brunskill and Bayles, 1996b) which, along with the cidABC operon, is 108 
implicated in the control of programmed cell death and lysis during biofilm development 109 
(Bayles, 2007; Rice et al., 2007; Sadykov and Bayles, 2012). Indeed, the cidA gene encodes a 110 
holin-like protein that is an effector of extracellular murein hydrolase activity, cell lysis and 111 
DNA release, while lrgA encodes an antiholin-like protein which is an inhibitor of these 112 
processes (Rice et al., 2007). Thus, within the biofilm, the subpopulation of dead bacteria that 113 
lyses releases eDNA which plays a critical role in intercellular adhesion and biofilm stability 114 
(Bayles, 2007). As the lrg and cid operons are involved in autolysis and cell death (van den 115 
Esker et al., 2017), their transcription is subject to a complex control. They are under the control 116 
of two overlapping regulatory networks, one in response to metabolism of carbohydrates (Patel 117 
and Golemi-Kotra, 2015; Yang et al., 2005) and the second in response to changes in membrane 118 
potential (Patton et al., 2006).  119 
 120 
Given the critical role of LytSR in the control of lysis and cell death in the biofilm of S. aureus 121 
and S. epidermidis, it seemed interesting to explore its functions in the particularly virulent 122 
CoNS, S. lugdunensis. In the present study, we constructed a DSM 4804 ΔlytSR strain, and 123 
investigated the effects of the deletion on bacterial autolysis, biofilm formation as well as in 124 
  
vivo virulence. Furthermore, we set out to determine the full extent of the S. lugdunensis LytSR 125 
regulon by transcriptional profile analysis.  126 
  
Materials and Methods 127 
Bacterial strains and growth conditions  128 
The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. Unless otherwise 129 
mentioned, S. lugdunensis strains were grown in trypticase soy broth (TSB; Bio-Rad, Marnes 130 
la Coquette, France), while Escherichia coli TOP10 strain (Invitrogen, Thermo Fisher 131 
Scientific, Massachusetts, USA) was cultured in Luria-Bertani medium (Bio-Rad) at 37°C 132 
under aerobic conditions. When necessary, antibiotics were used at the following 133 
concentrations: ampicillin, 100 µg/mL, chloramphenicol, 50 µg/mL and erythromycin, 2.5 134 
µg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 135 
 136 
DNA extraction and PCR amplification  137 
Isolates were grown overnight at 37°C on tryptic soy agar (TSA; Bio-Rad) with 5% horse blood 138 
agar plate. DNA was extracted using the InstaGene Matrix kit (Bio-Rad) according to the 139 
manufacturer’s recommendations. PCRs were performed using a Veriti Thermal Cycler 140 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a final volume of 25 µL containing 12.5 µL 141 
GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, Charbonnières-Les-Bains, France), 0.50 µM of each 142 
primer and 5 µL of DNA. When necessary, PCR products were purified and verified by 143 
sequencing by Eurofins GATC Biotech SARL (Konstanz, Germany). 144 
 145 
Construction of the S. lugdunensis DSMΔlytSR mutant and complementation strains 146 
The lytSR deletion mutant was constructed by homologous recombination using the plasmid 147 
pMAD (Arnaud et al., 2004). The fragment containing the upstream region of lytS (with respect 148 
to the lytS translation initiation site) and the downstream region of lytR (with respect to the lytR 149 
stop codon) were amplified by a two-steps overlap PCR reaction using the oligonucleotide pairs 150 
lytS_EcoRI_F/ lytS_R and lytR_ F / lytR_BamHI_R (Table 2). The purified PCR product was 151 
digested with EcoRI and BamHI restriction enzymes (New England BioLabs, Évry, France) 152 
and ligated into the pMAD vector with T4 DNA ligase (New England BioLabs) following the 153 
manufacturer’s instructions and then cloned into E. coli TOP10. Clones containing the resulting 154 
recombinant pMADΔlytSR vector were selected on TS supplemented with ampicillin. The 155 
recombinant plasmid pMADΔlytSR was extracted (NucleoBond Xtra Midi endotoxin free, 156 
Macherey Nagel, Hoerdt, France) and used to transform the wild-type (WT) S. lugdunensis 157 
DSM 4804 strain (Freney et al., 1988) by protoplasts formation as previously described 158 
(Marlinghaus et al., 2012; Szabados et al., 2011). After incubation at 30°C for 5 days, clones 159 
  
containing the plasmid were selected, and the double-crossover event was performed by a shift 160 
of temperature to 43°C and in presence of erythromycin (Arnaud et al., 2004). The loss of the 161 
plasmid was obtained after successive shifts between 30 and 43°C and in absence of antibiotic. 162 
Successful deletion of the lytSR operon via homologous recombination and loss of the plasmid 163 
pMADΔlytSR was verified by PCR and sequencing. 164 
 165 
To construct the complemented strain, the lytSR operon including its predicted promoter and 166 
ribosome binding site was amplified by PCR using primers 5'_lytS and 3'_lytR (282 bp 167 
upstream lytS and 441 bp downstream lytR) (Table 2) and was ligated into the pCU1 plasmid 168 
(Augustin et al., 1992) at the EcoRi/BamHI restriction sites and subcloned into E. coli TOP10. 169 
After verification by PCR and sequencing of the vector pCU1:lytSR, this vector as well as the 170 
empty vector pCU1 were transformed into S. lugdunensis DSMΔlytSR by protoplasts 171 
formation.  172 
 173 
Triton X-100 induced autolysis  174 
Triton X-100-induced autolysis assay was performed as previously described (Brunskill and 175 
Bayles, 1996a). Briefly, cells were grown in TSB containing 1 M NaCl to mid-exponential 176 
phase (OD600 nm = 0.7) and 50 mL were pelleted by centrifugation. Cells were washed twice 177 
with 50 mL of ice-cold sterile water and resuspended in 50 mL of 0.05 M Tris-HCl (pH 7.2) 178 
containing 0.05% (vol/vol) Triton X-100. Cells were then incubated at 37 °C under shaking 179 
(180 rpm). The OD600 nm was measured at 15 min intervals for 1h, and then at 30 min intervals 180 
for 2 h to evaluate autolysis. All experiments were conducted using at least three biological 181 
replicates.  182 
 183 
Antibiotic time-kill assays 184 
For time-kill kinetic assays, bacteria were subcultured in Mueller-Hinton broth (MHB) to early 185 
exponential phase (3 h), diluted to approximately 5 x 105 CFU/mL in MHB containing 186 
antimicrobial agents, and incubated for 24 h at 37°C (National Committee for Clinical 187 
Laboratory Standards, 1999). Penicillin G, vancomycin or teicoplanin were added to a final 188 
concentration equivalent to ten times their MICs (i.e. final concentration of 0.64 mg/L for 189 
penicillin G, 10 mg/L for vancomycin and 2.5 mg/L for teicoplanin). Bacterial counts were 190 
performed just before, at 6 and at 24 h after antibiotic addition. A 1 mL aliquot was taken and 191 
serially diluted in 0.9% sodium chloride, and viable cells were quantified by plating dilutions 192 
  
on TSA. All experiments were repeated at least three times. Tolerance was defined as a <3-193 
log10 reduction of the bacterial count after 24 h according to CLSI guidelines (National 194 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999). 195 
 196 
Biofilm assays and confocal laser scanning microscopy (CLSM) 197 
Overnight cultures of S. lugdunensis WT and mutant strains grown in TSB supplemented with 198 
1% glucose (TSB1%glc) were adjusted to an OD600nm of 0.01 in TSB1%glc. Cultures were 199 
distributed in triplicate into 6-well flat-bottom plate. After 24 h incubation at 37 °C, cells were 200 
washed gently two times with sterile distilled water and stained with SYTO® 9 and propidium 201 
iodide (PI) (Live/Dead kit, Thermo Fisher Scientific). The architecture of biofilms were 202 
observed with a confocal laser scanning microscope (Leica TCS SP2). CLSM z-stack 203 
processing was performed using the Leica Confocal Software. Measurements of the biofilms 204 
produced were performed using the IMARIS software (Bitplane, Belfast, Ireland), calculating 205 
the biomass and the percentage of cells labeled by SYTO® 9  and PI. Each confocal experiment 206 
was repeated a minimum three times. Statistical significance was calculated by the non-207 
parametric Kruskal-Wallis test; P value <0.05 was considered as significant. 208 
 209 
Caenorhabditis elegans virulence assays  210 
The Caenorhabditis elegans wild-type Bristol strain N2 was obtained from the Caenorhabditis 211 
Genetics Center (Minneapolis, MN, USA). C. elegans worms were maintained under standard 212 
culturing conditions at 23°C on nematode growth medium (NGM; 3 g NaCl, 2.5 g peptone, 17 213 
g agar, 5 mg cholesterol, 1 mL 1 M CaCl2, 1 mL 1 M MgSO4, 25 mLl 1 M KH2PO4, H2O to 1 214 
liter) agar plates with Escherichia coli OP50 as a food source. Synchronous cultures of worms 215 
were generated as previously described (Blier et al., 2011), and used for both slow-killing assay 216 
and liquid killing assay. 217 
 218 
Bacterial lawns used for C. elegans survival slow killing assays were prepared by spreading 50 219 
µL of DSM WT or DSM∆lytSR strains on 35 mm NGM conditioned Petri dishes supplemented 220 
with both 0.05 mg/ml of 5-fluoro-2'-deoxyuridine and 5 µmol/L of tryptophan. The plates were 221 
incubated overnight at 37 °C and then placed at room temperature for 4 h. Fifteen to twenty L4 222 
(48 hours old) synchronized nematodes were harvested with M9 solution (3 g KH2PO4, 6 g 223 
NaHPO4, 5 g NaCl, 1 mL 1 M MgSO4, H2O to 1 litre), placed on the 35 mm assay Petri dishes 224 
and incubated at 23 °C. C. elegans survival was scored at 1 h, 24 h and each subsequent day 225 
  
until death, using an Axiovert S100 optical microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) 226 
equipped with a Nikon digital Camera DXM 1200F (Nikon Instruments, Melville, NY, USA). 227 
The nematodes were considered dead when they remained static without grinder movements 228 
for 20 s or did not respond to light flashes. The results were expressed as the percentage of 229 
living nematodes, and correspond to the average of two independent assays. Nematode survival 230 
was calculated by the Kaplan-Meier method, and survival differences were tested for 231 
significance by using the log rank test (GraphPad Prism version 4.0; GraphPad Software, San 232 
Diego, California, USA). 233 
 234 
A liquid killing assay (Chua et al., 2014) was also performed using the supernatants from 235 
overnight cultures. Volumes of 80 µL were distributed onto microtiter plate wells. Immediately 236 
after, 20 µL of M9 solution containing fifteen to twenty L4 (48 hours old) synchronized worms 237 
were added to the bacterial supernatants and incubated at 23 °C. Exact worm number was 238 
immediately determined (t = 0 h), and worm survival was scored at different time points (24, 239 
48 and 120 h) using an Axiovert S100 optical microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). Each 240 
value reported for the assays is the mean measurement for six replicates of six independent 241 
preparations. The nonparametric Mann–Whitney U-test was used to compare the means within 242 
sets of experiment.  243 
 244 
HaCaT cells cytotoxicity tests 245 
The direct cytotoxicity activity of the bacteria was studied using the human keratinocyte cell 246 
line HaCaT (Eppelhein, Germany) as previously described (N’Diaye et al., 2016). Briefly, 247 
HaCaT cells were grown at 37 °C under 5% CO2 atmosphere, in Dulbecco’s modified Eagle’s 248 
medium (DMEM, Lonza, Levallois-Perret, France) supplemented with 10% fetal calf serum 249 
and 1% antibiotic cocktail (HyClone Thermo Scientific, Illkirch, France). Cells were used 250 
between passages 41 and 65. One day before use, the HaCaT cells were starved of antibiotic 251 
and fetal calf serum. The cells were incubated for 24 h with bacteria at a multiplicity of infection 252 
(MOI) of 10:1. Bacterial cytotoxicity was determined by measurement of lactate dehydrogenase 253 
(LDH) release. LDH is a stable cytosolic enzyme that diffuses into the culture medium upon 254 
cell lysis and was measured using a Cytotox 96 assay (Promega, Charbonnières-Les-Bains, 255 
France). Each experiment was done in biological triplicate. 256 
 257 
RNA extraction and quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 258 
  
Cells were grown in TSB at 37°C under shaking conditions (150 rpm). One mL was centrifuged 259 
(5 min at 8,000xg, 4°C) at different time points (4, 6, 8 and 24 h). RNA were extracted using 260 
the NucleoSpin® RNA kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer's 261 
instructions. The cDNA synthesis was then performed using the Omniscript® RT kit (Qiagen, 262 
Hilden, Germany), as previously described (Dahyot et al., 2019). To valid the differential gene 263 
expression obtained by microarray, qRT-PCR was carried out using a CFX96 real-time PCR 264 
detection system (Bio-Rad) with SYBR® Green PCR Master Mix (Bio-Rad, Marnes la 265 
Coquette, France), 1 µl of diluted cDNA template and primers listed in Table 2 in 20 µL PCR 266 
mixtures. Cycling conditions were one initial denaturation step at 95°C for 10min, followed by 267 
40 cycles of amplification including denaturation at 95°C for 30s, annealing at Tm depending 268 
on the primers for 30s, and extension at 72°C for 30s. Relative expression of genes was 269 
quantified using the gene expression analysis module of the CFX ManagerTM software, with 270 
16S rRNA gene as reference to normalize the results. All experiments were performed in at 271 
least three independent RNA preparations, and the results are presented as the mean ± the 272 
standard error of the mean. 273 
 274 
RNA extraction and sample preparation for microarray  275 
To decipher the mechanisms affected by the deletion of the lytRS genes, the transcriptome of 276 
the ΔlytSR and WT strains was compared by DNA microarray at 6h and 8 h of growth. S. 277 
lugdunensis was grown in TSB and cells were collected at 6 and 8 h of growth. Total RNA was 278 
extracted using the RNeasy Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s procedure. Two 279 
DNase treatments were successively performed using DNase I (Sigma) and Turbo DNA free 280 
(Thermo Fisher Scientific). The quality of RNA was evaluated using the RNA 6000 Nano with 281 
a Bioanalyzer (Agilent, Les Ulis, France). The preparation of the samples and array processing 282 
were performed using the Two-color Microbased Exon Analysis kit (Agilent) following the 283 
manufacturer’s procedures. Briefly, cRNA was labelled with either Cy3 or Cy5 before being 284 
quantified and co-hybridized on the microarray. The custom-made S. lugdunensis GeneChips 285 
(Agilent) used in this study were generated based on the DNA sequences from two publicly 286 
available genomes, S. lugdunensis N920143 and HKU09-01 strains (Heilbronner et al., 2011; 287 
Tse et al., 2010). Then, the microarray was washed and scanned. Genes with significant 288 
different expression (P ≤ 0.05) were selected based on at least a 2 fold change in expression 289 
level. The genes identifies were grouped following the classification established in KEGG 290 
pathway database (http://www.kegg.com).  291 
  
Results  292 
In silico and transcription analyses of lytSR locus 293 
We first amplified and sequenced the lytSR region of the S. lugdunensis DSM 4804 strain. 294 
Sequence analysis revealed a 1755-nucleotide lytS open reading frame (ORF) immediately 295 
followed by a 762-nucleotide lytR ORF. BLAST searches indicated 67% homology with the 296 
lytSR operon of S. aureus strain NCTC5661 and 69% with the S. epidermidis ATCC 12228 297 
strain (Zhang et al., 2003). The transcription start site was tentatively located 63 pb upstream 298 
of the lytS gene, preceded by a canonical -10 element (TGTTAAAAT) and near-canonical -35 299 
element (TTAACA). A consensus ribosome-binding site (GGGAG) was found nine bp 300 
upstream of the lytS ATG start codon.  301 
 302 
The predicted amino acid sequence of the lytS gene product (LytS) contains 584 amino acids 303 
corresponding to 64.83 kDa. This protein shares 77% and 71% amino acid sequence identity 304 
which those of S. aureus and S. epidermidis respectively. The lytR gene encodes a putative 253 305 
amino acid protein (29.4 kDa) which shares 64% and 63% amino acid identity which the LytR 306 
protein of S. aureus and S. epidermidis respectively. The predicted LytS and LytR proteins 307 
share putative conserved domains with members of a two-component regulatory system, 308 
namely a sensor histidine kinase protein and a response regulator transcription factor 309 
respectively. Sequence analysis revealed 510 bp downstream lytR the presence of the two genes 310 
lrgA and lrgB predicted to encode two antiholine-like proteins. 311 
 312 
To determine whether lytS, lytR, lrgA and lrgB genes are temporally regulated, RNA was 313 
extracted from S. lugdunensis DSM 4804 culture at various time points. Transcription of the 314 
lytS and lytR genes appeared maximal at 6 h growth (mid-exponential phase), whereas that of 315 
the lrgA and lrgB genes reached its maximum at 8 h (late exponential phase) (data not shown). 316 
A fragment overlapping the genes lytS and lytR was obtained by RT-PCR analysis, indicating 317 
that these genes are co-transcribed (data not shown).  318 
 319 
Construction of S. lugdunensis ΔlytSR strain and the complemented strains  320 
To investigate the roles of LytSR in S. lugdunensis, a DSMΔlytSR strain was generated by 321 
homologous recombination. We verified by PCR that the ΔlytSR strain presented the 1200-bp 322 
deletion at the lytSR locus. In order to exclude a polar effect of this deletion, we carried out the 323 
complementation of the ΔlytSR strain using the plasmid pCU1:lytSR. The ΔlytSR strain 324 
  
containing the plasmid pCU1 was used as a negative control. All four strains showed similar 325 
growth rate in TSB medium with no difference in cell viability (i.e. no difference in CFU/mL 326 
counts when incubated 48 h at 37°C) (Fig. 1). 327 
 328 
Implication of LytSR in autolysis 329 
To determine the contribution of LytSR in the regulation of autolysis, Triton X-100-induced 330 
autolysis of S. lugdunensis WT and the ΔlytSR strain was measured. Autolysis monitoring 331 
revealed no difference between both strains, while S. lugdunensis ΔatlL strain used as a negative 332 
control (Gibert et al., 2014) showed increased resistance to autolysis (Fig. 2). 333 
 334 
Impact of lytSR deletion on antibiotic-induced killing 335 
The possible role of LytSR in antibiotic-induced cell death was assessed by time-kill kinetic 336 
assays. A β-lactam (penicillin G) and two glycopeptides (vancomycin and teicoplanin), which 337 
interfere with the peptidoglycan biosynthesis, were used. The MICs of these antibiotics were 338 
the same for the WT and the mutant strains (data not shown). Penicillin or glycopeptides were 339 
added to early exponential growth cultures at a lytic concentration (10 times their MICs) and 340 
the rate of living cells was determined. The decrease in bacterial counts was not significantly 341 
different between the WT and the mutant strains, exposed to either penicillin or glycopeptides, 342 
for 6 h and 24 h (Fig. 3 and Table 3). Penicillin was bactericidal with a 5-log CFU/mL reduction 343 
after 24 h exposure for both strains. On the contrary, the WT strain was tolerant to 344 
glycopeptides, a phenomenon also observed for the ΔlytSR strain (i.e. ΔlogCFU/mL <3 at 24 345 
h). 346 
 347 
Impact of lytSR deletion on biofilm formation 348 
We examined the biofilm architecture and the cell viability of the WT, the mutant and the 349 
complemented strains using CLSM. With the Live/Dead viability staining method, bacteria 350 
with intact cell membranes were stained in green, whereas bacteria with damaged membranes 351 
were stained in red. Firstly, we observed that the mature biofilm of the WT strain contained 352 
typical tower structures (Fig. 4A) that were not observed in the biofilm of the ΔlytSR strain 353 
(Fig. 4B). Complementation with lytSR partially restored these structures (Fig. 4C). The total 354 
biomass of the biofilm was two-fold lower for the mutant strain compared to that of the WT 355 
strain. Moreover, the percentage of dead cells was significantly increased in the biofilm of the 356 
ΔlytSR strain (5.68%) compared to the parental strain (1.06%) (P < 0.05, Kruskal-Wallis test).  357 
 358 
  
Impact of LytSR on virulence towards Caernorhabidtis elegans 359 
We assessed the effect of the lytSR deletion on pathogenesis of S. lugdunensis using the C. 360 
elegans infection model. The slow killing test showed that when worms were in contact with 361 
the WT strain as the sole source of food, it took 15 days to kill 50 % of C. elegans (Fig. 5A). 362 
Interestingly, the survival of C. elegans in the presence of the ΔlytSR strain was significantly 363 
increased (P < 0.0001), with 19 days required for 50% of the worms to die (Fig. 5A). In contrast, 364 
no difference in the survival kinetics of C. elegans was observed between the mutant and the 365 
WT strains in liquid medium (Fig. 5B). 366 
 367 
Cytotoxicity towards HaCaT cells in vitro 368 
We evaluated the cytotoxicity of S. lugdunensis WT and ΔlytSR strains, as well as the 369 
complemented strains, towards the human keratinocyte cell line HaCaT. The release of LDH 370 
by HaCaT reflecting cell necrosis was identical for all strains (Fig. 6) 24 h post infection. 371 
 372 
Transcriptional profiling of S. lugdunensis ΔlytSR strain  373 
To identify genes regulated by the LytSR two-component regulatory system, a transcriptional 374 
profile analysis of the WT and ΔlytSR strains was performed. RNA samples were isolated from 375 
both strains at mid-exponential phase (6 h) and late-exponential phase (8 h) of growth, 376 
corresponding respectively to the maximal expression of lytSR and lrgAB determined by qRT-377 
PCR analyses as described in the section “In silico and transcription analyses of lytSR locus”. 378 
Overall, the deletion of lytSR affected the expression of 244 genes compared to the WT strain 379 
with a threshold of at least twofold change (Table 4). The expression of 124 genes was affected 380 
at 6 h (79 upregulated and 45 downregulated), and 174 genes at 8 h (108 upregulated and 66 381 
downregulated). Some genes were upregulated (n = 9) or downregulated (n = 9) at both times. 382 
Transcription of lrgAB operon was the most dramatically impacted by the deletion, with lrgA 383 
and lrgB expression at 8 h in the ΔlytSR strain being decreased of 195 and 162 fold respectively.  384 
 385 
The main genes identified as being upregulated in the ΔlytSR strain included those involved in 386 
the nitrate and nitrite metabolism (narGHIJ and nirBD), pyruvate metabolism (cidC, 387 
SLUG_09450, SLUG_02280 to SLUG_02310), amino acid degradation (SLUG_09450, 388 
SLUG_09450, SLUG_13970, SLUG_13950…) and nitrogenous bases synthesis (nrdD, rpoE 389 
tmk…) (Table 4). Interestingly, a large number of genes encoding putative membrane proteins 390 
  
(n = 24) were upregulated in the ΔlytSR strain, including surface-anchored proteins (fbl, slsB 391 
and slsC) and iron siderophore uptake proteins (sstABD). 392 
 393 
In contrast, genes downregulated in the ΔlytSR strain were involved in the pathways of amino 394 
acid biosynthesis (thrBC, SLUG_15840, SLUG_15710, SLUG_15720, SLUG_15840, 395 
SLUG_20810…), nitrogen base degradation (xpt, pyn, guaAB…) and DNA replication 396 
pathways (dnaC and SLUG_13250) (Table 4). Genes encoding putative exported proteins (n = 397 
10) were downregulated, including two genes coding autolysins (atlL and SLUG_11580), 398 
CAAX amino terminal protease family protein and two putative secretory antigen precursors 399 
(SLUG_07310 and SLUG_21330) homologous to the extracellular immune dominant protein 400 
staphylococcal secretory antigen A SsaA. Moreover, down-regulation of genes encoding 401 
putative virulence factors was observed, like those of the type VII secretion system (essB, esaB 402 
and essA) or transcriptional regulators (mgrA and sarR). 403 
 404 
The results of the microarray data were confirmed by qRT-PCR for the three genes (lrgA, lrgB 405 
and cidA) whose transcription was the most impacted by the deletion (Table 5).  406 
  407 
  
Discussion  408 
In any biofilm there is a variable proportion of cells that lyse and release genomic DNA. 409 
Because of its adhesive properties, this eDNA plays a key role in the biofilm matrix. In S. aureus 410 
and S. epidermidis, this process is regulated by operons cidABC and lrgAB, under the control 411 
of two regulators, CidR and TCS LytSR respectively (Sadykov and Bayles, 2012). Because the 412 
LytSR TCS has been identified as a regulator of cell death and lysis in staphylococcal biofilms, 413 
we have assumed that it could also be involved in the control of these processes in  414 
S. lugdunensis, which is a particularly virulent species (Argemi et al., 2017; Frank and Patel, 415 
2007; Pereira et al., 2012). In order to explore the role of this TCS, a lytSR knock-out mutant 416 
of the WT biofilm-forming strain S. lugdunensis DSM 4804 (Freney et al., 1988) was generated 417 
and studied. 418 
 419 
Firstly, no difference in the growth kinetics and cell viability was observed between the mutant 420 
and the parental strain, indicating that lytSR is not essential for bacterial growth in  421 
S. lugdunensis, as observed for S. epidermidis (Zhu et al., 2010). In order to determine whether 422 
the lytSR deletion had an impact in bacterial autolysis, we performed autolysis assays with 423 
Triton X-100, a detergent known to remove the inhibition exerted by lipoteichoic acids on the 424 
general bacterial autolytic system. The S. lugdunensis ΔlytSR strain exhibited the same Triton 425 
X-100-induced autolysis rate as the WT strain, revealing that LytSR was not implicated in this 426 
induced autolysis for the S. lugdunensis DSM 4804 strain. This result is similar to that obtained 427 
for the S. epidermidis 1457ΔlytSR strain (Zhu et al., 2010). Interestingly, for S. aureus, this 428 
characteristic appears to be strain-dependent, since the S. aureus UAMS-1 lytS knockout mutant 429 
does not show an increased Triton X-100 induced lysis (Sharma-Kuinkel et al., 2009) whereas 430 
the LytSR system plays an important role in autolysis of the S. aureus RN4220 strain (Brunskill 431 
and Bayles, 1996a). Thus, effects of LytSR on autolysis seems to depend on the genetic 432 
backgrounds of staphylococcal strains. 433 
 434 
In the same way, our work has showed that LytSR was not involved in death induced by 435 
antibiotics targeting cell wall synthesis such as penicillin G and glycopeptides. Of note, the 436 
lytSR deletion did not increase sensitivity to the killing effects of glycopeptides towards the S. 437 
lugdunensis DSM 4804 strain which is tolerant to glycopeptides (Bourgeois et al., 2007). 438 
However, it could be highlighted that the time-kill kinetic experiments were conducted as 439 
recommended by CLSI on cells growing in early-exponential phase (3 h) (National Committee 440 
  
for Clinical Laboratory Standards, 1999), a time at which lytSR and especially lrgAB operons 441 
were poorly expressed. For S. aureus, it has been described that a lrgAB deletion enhanced 442 
penicillin-induced killing of cells approaching the stationary growth phase, the time at which 443 
the lrgAB operon is maximally expressed, whereas it did not affect penicillin-induced killing of 444 
cells growing in early-exponential phase, a time at which lrgAB expression is minimal 445 
(Groicher et al., 2000). Thus, in order to further study whether the deletion of lytSR could also 446 
promote antibiotic-induced killing in S. lugdunensis, it would be interesting to carry out these 447 
experiments with cells reaching the late exponential phase.  448 
 449 
Since biofilm formation is one of the main determinants of S. lugdunensis pathogenicity 450 
(Argemi et al., 2017; Frank et al., 2008), the effect of lytSR deletion on biofilm formation was 451 
further investigated. Our results revealed the involvement of LytSR on biofilm production since 452 
the ΔlytSR strain produced significantly less biofilm than the parental strain. Moreover, CLSM 453 
analyses showed that the mutation disrupted the normal architecture of the biofilm, with a lack 454 
of tower structures. Interestingly, a study has shown that lrgAB is specifically expressed within 455 
tower structures during S. aureus biofilm formation (Moormeier et al., 2013). Live/dead 456 
staining showed a higher rate of red fluorescence inside the mutant biofilm, which is in favor 457 
of a decrease of cell viability. Thus, the impaired biofilm formation of the mutant does not seem 458 
related to a reduced cell lysis, even if to confirm this fact it would be necessary to quantify 459 
eDNA levels inside biofilms. These results are in contradiction with those obtained for other 460 
staphylococcal species. For S. aureus, a lytS mutant as well as a lrgAB mutant produced more 461 
adherent biofilm with increased levels of eDNA in the biofilm matrix (Mann et al., 2009; 462 
Sharma-Kuinkel et al., 2009). For S. epidermidis, a lytSR mutant produced more biofilm but 463 
contained a significantly decrease in the rate of dead cells inside (Zhu et al., 2010). Thus, LytSR 464 
is involved in controlling the formation of staphylococcal biofilms, but the pathways of 465 
involvement appear to depend on the species.  466 
 467 
In order to evaluate the involvement of LytSR in the in vivo pathogenicity of S. lugdunensis, 468 
the C. elegans nematode was used as a host model organism. This model was chosen because 469 
C. elegans has already been successfully used for the study of host-pathogen interactions, 470 
especially for S. aureus (Sifri et al., 2003). We first used a slow killing test to observe 471 
nematodes’death after bacterial colonization of the intestine. The mutant strain showed 472 
significant attenuation of virulence compared to the WT strain. This observation could be 473 
  
related to its lower ability to form biofilm in the nematode’s intestine (Tan et al., 1999). On the 474 
contrary, no difference in liquid killing assay or LDH release by HaCaT cells was observed, 475 
which can be in favor of similar release of toxins or yet unknown cytoplasmic virulence factors 476 
by both strains.  477 
 478 
Another part of this study focused on the impact of lytSR on global gene expression by 479 
transcriptomic analysis. Two time points were studied, at 6 h of growth equivalent to the mid-480 
exponential phase when the expression of lytSR was maximal and at 8 h equivalent to the late 481 
exponential phase when that of lrgAB was maximal. Of note, it was also found that lrgAB 482 
operon transcription of S. aureus appeared maximal when cells entered stationary phase 483 
(Groicher et al., 2000). Transcription of lrgAB was constitutively decreased drastically in 484 
ΔlytSR strain, indicating that the operon was activated by LytSR in S. lugdunensis. This is 485 
consistent with what is described for S. aureus and S. epidermidis (Sharma-Kuinkel et al., 2009; 486 
Zhu et al., 2010).  487 
 488 
In addition, DNA microarray analyses revealed that LytSR TCS regulates expression of a wide 489 
variety of genes involved in major cellular processes like metabolism of carbohydrates, 490 
nucleotides, and amino acids as well as energy metabolism. These results were also observed 491 
for other staphylococcal species (Sharma-Kuinkel et al., 2009; Zhu et al., 2010), suggesting that 492 
LytSR could affect cell viability and environmental adaptation by regulating the expression of 493 
genes controlling the bacterial metabolic state. Unlike S. epidermidis, genes involved in 494 
pyruvate metabolism like the cidC gene that encodes a pyruvate:menequinone oxidoreductase 495 
were downregulated by LytSR. The higher expression level of cidC (2.7) in the S. lugdunensis 496 
ΔlytSR strain might partly explain the higher rate of dead cells observed in the ΔlytSR biofilm. 497 
Indeed, in S. aureus CidC protein plays a major role in the bacterial programmed cell death 498 
during the stationary phase and in biofilm by converting intracellular pyruvate to acetate (Patton 499 
et al., 2005) which leads to cytoplasmic acidification and respiratory inhibition (Thomas et al., 500 
2014). Overflow metabolism and specifically the balance between acetate an acetoin determines 501 
the fate of S. aureus cells (van den Esker et al., 2017). LytSR could therefore belong to the 502 
regulatory networks implicated in the connection between programmed cell death and 503 
metabolism in S. lugdunensis.  504 
 505 
  
More surprisingly, our results revealed that LytSR was involved in the regulation of genes 506 
encoding putative virulence factors. It seems to downregulate a great number of genes encoding 507 
putative membrane proteins as well as surface-anchored proteins including the S. lugdunensis 508 
surface proteins (SlsB and SlsC) (Heilbronner et al., 2011) and Fbl, the main fibrinogen-binding 509 
protein of S. lugdunensis (Marlinghaus et al., 2012). Moreover, the genes sstABD encoding 510 
putative iron siderophore uptake proteins were shown to be downregulated by LytSR. The 511 
SstABCD ABC transporter is essential to use catechols and catecholamines as an iron source 512 
and therefore to staphylococcal survival and virulence (Beasley et al., 2011).  513 
 514 
Among the genes upregulated in a lytSR-dependant manner, are genes encoding putative 515 
exported proteins. Especially the atlL gene coding the bifuntional autolysin AtlL (Gibert et al., 516 
2014; Hussain et al., 2015) as well as SLUG_11580 encoding a putative autolysin were 517 
dowregulated in the ΔlytSR strain. However, our study did not show any involvement of LytSR 518 
in autolysis, suggesting that other systems might be involved in the control of autolysins in  519 
S. lugdunensis. For example, in S. epidermidis, atlE transcription is regulated by agr (Vuong et 520 
al., 2003), a system also described in S. lugdunensis (Vandenesch et al., 1993) but not yet 521 
functionally characterized. Interestingly, genes encoding the putative type VII secretion system 522 
(essB, esaB and essA) of S. lugdunensis were also upregulated. These genes have been described 523 
by Warne et al. as homologous to those of S. aureus. This secretion system is implicated in the 524 
excretion of extracellular proteins across S. aureus cell membranes and has been associated 525 
with virulence, especially in abscess development (Warne et al., 2016). Several other genes 526 
encoding putative virulence factors have been shown to be upregulated by LytSR, like the 527 
CAAX amino terminal protease family proteins described as putative membrane-bound 528 
metalloproteases (Pei and Grishin, 2001), secretory antigen precursor homologous to the 529 
extracellular immune dominant protein SsaA postulated to be involved in S. epidermidis 530 
biofilm-associated infections (Lang et al., 2000), or the peptide methionine sulfoxide reductase 531 
MsrA which is implicated in oxidative stress tolerance and virulence in S. aureus (Singh et al., 532 
2015, 2018). Of note, apart from atlL, no gene involved in S. lugdunensis biofilm formation, 533 
such as isdC (Missineo et al., 2014) or comEB (Rajendran et al., 2015), were upregulated by 534 
LytSR. Decreased capacity of the ΔlytSR strain to form biofilm could therefore be related to the 535 
downregulation of atllL (Gibert et al., 2014), and ssaA (Lang et al., 2000; Resch et al., 2005) or 536 
be indirectly linked to the altered metabolic state of the cells.  537 
 538 
  
Lastly, LytSR was shown to upregulate (SarA family) and downregulate (IclR, MerR and GntR 539 
families) the transcription of several other transcriptional regulators controlling a wide diversity 540 
of metabolic processes and virulence (Jenul and Horswill, 2018; Rodionov, 2007). Further 541 
studies are necessary to determine whether the involvement of LytSR in the transcription of 542 
genes described here is direct or indirect through interaction with other regulators. Especially, 543 
electrophoretic gel shift assays could be conducted to determine whether the LytR response 544 
regulator binds directly to the promoter regions of its target genes. 545 
 546 
Conclusion 547 
This study is the first to characterize a two-component regulatory system in S. lugdunensis, a 548 
particularly virulent CoNS. Our results demonstrate that LytSR plays a significant role in the 549 
biofilm formation of S. lugdunensis, probably in connection with cell death and metabolism. 550 
Transcriptional analyses sheds new light on putative virulence factors of S. lugdunensis that 551 
could be regulated by LytSR. Furthermore, LytSR appears to play a role in the virulence of  552 
S. lugdunensis, as evidenced by the in vivo model of C. elegans infection, but this deserves to 553 
be confirmed for example in a rat endocarditis model. Overall, LytSR appears as a major TCS 554 
implicated in S. lugdunensis pathogenesis. Further studies of this regulatory system will be 555 
important to investigate how LytSR activation fits into the regulatory networks modulating S. 556 
lugdunensis virulence.  557 
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Figure legends  
 
Figure 1. Growth curves of S. lugdunensis WT, ΔlytSR and the complemented strains. 
Bacterial cultures were grown in TSB at 37 °C. Growth was monitored by measuring OD600 nm 
and viable cell counts were determined by plating diluted aliquots on TSA. 
 
Figure 2. Triton X-100 autolysis assays of S. lugdunensis WT and derivatives (ΔlytSR and 
ΔatlL) strains. Bacterial cells were collected from early exponentially growth (OD600 nm = 0.7) 
and resuspended in an equal volume of buffer containing 0.05% Triton X-100. The rate of 
autolysis was monitored at OD600 nm. The S. lugdunensis atlL deletion mutant was used as a 
negative control. Error bars represent the SD of 3 independent experiments.  
 
Figure 3. Time-kill kinetics of (A) penicillin G, (B) vancomycin and (C) teicoplanin against 
S. lugdunensis WT and ΔlytSR strains. Antibiotics (10 times the MICs) were added to early 
exponential growth cultures of the strains. Viable bacterial counts were determined after 6 and 
24 h of antibiotic exposure by plating diluted aliquots on TSA. Error bars represent the SD of 
3 independent experiments. 
 
Figure 4. Analysis of S. lugdunensis biofilm by confocal laser scanning microscopy 
(CLSM). The 24 h-mature biofilms of (A) S. lugdunensis WT, (B) ΔlytSR, (C) ΔlytSR(pCU1-
lytSR) and (D) ΔlytSR(pCU1) were visualized after Live/Dead staining under CLSM. Live cells 
stained with SYTO® 9  appear in green, while dead cells stained with propidium iodide are in 
red. The three-dimension structural images were reconstructed, and the amount of fluorescence 
of viable and dead cells were determined using Imaris software. The figures represent one of 
three independent experiments. 
 
Figure 5. S. lugdunensis virulence toward Caenorhabditis elegans worms. (A) Kinetics of 
survival of C. elegans fed with WT and ΔlytSR strains in solid killing assay (slow killing). Each 
value is the mean of measurement of eight replicates from two independent preparations. 
Nematode survival was calculated by the Kaplan-Meier method, and survival differences were 
tested for significance by using the log rank test. The survival kinetics of C. elegans in the 
presence of ΔlytSR strain was significantly increased (P < 0.0001). (B) Liquid killing assay 
  
(fast killing) of C. elegans exposed to the supernatant of WT, ΔlytSR, ΔlytSR(pCU1) and 
ΔlytSR(pCU1:lytSR) strains. Nematode survival was evaluated after 24, 48 and 120 h of 
exposure. Each value is the mean ± SEM of measurement of eight replicates from six 
independent preparations. The nonparametric Mann– Whitney U-test was used to compare the 
means within the same set of experiment. 
 
Figure 6. Cytotoxicity towards HaCaT cells. Comparative effect on the cytotoxicity of  
S. lugdunensis WT, ∆lytSR and the complemented strains toward HaCaT keratinocytes. 
Cytotoxicity levels were measured by the release of lactate dehydrogenase (LDH). Histograms 
are expressed as mean ± SEM. The results are representative of three independent experiments. 
  
Tables 
Table 1. Bacterial strains and plasmids  
Strain or plasmid Description Reference 
Strains 
  
S. lugdunensis 
  
  DSM 4804 Clinical axillary lymph node isolate (Freney et al., 1988) 
  DSM ΔlytSR lytSR mutant This study 
  DSM ΔlytSR (pCU1) lytSR mutant containing the empty cloning vector This study 
  DSM ΔlytSR (pCU1 :lytSR) lytSR complementary strain This study 
  DSM ΔatlL atlL mutant resistant to autolysis (Gibert et al., 2014) 
E. coli  
  
  TOP10 Host strain for construction of recombinant plasmid Invitrogen 
   
Plasmids 
  
  pMAD  temperature-sensitive shuttle vector; AmpR, EryR (Arnaud et al., 2004) 
  pCU1 shuttle vector; AmpR, CmR (Augustin et al., 1992) 
 
AmpR, Ampicillin resistance; EryR, Erythromycin resistance; CmR, Chloramphenicol resistance 
 
  
  
Table 2. Primers  
Primer Sequence (5'- 3') Restriction 
 enzyme 
 
Reference 
lytSR deletion 
  
lytS_EcoRI_F AGGCTGAATTCATAATGAACCCACGATATTTAATGCTAG EcoRI 
This study lytS_R CGTGTGTTAGATTTATGCCATTGTGCCATACTCCCAAAAAAATATT 
 
lytR_ F TGGGAGTATGGCACAATGAGCATAAATCTAACACACGAATCAAATG 
 
This study lytR_BamHI_R ATTGGATCCCTGGCATTGGAAACGGTATAAAAC BamHI 
   
 
lytSR complementation 
 
 
5'_lytS AGGCTGAATTCCAAACTGAGATGAATGATTGTATATTGAAAA EcoRI 
This study 3'_lytR ATTGGATCCACATCCCCGACATACAAAAAACAC BamHI 
  
  
qRT-PCR analyses 
  
lytS1_F CCAGTGCCTGTTTCAGAGTTG 
 
This study lytS1_R CACGACGATGCGATTCAATTAAC 
 
lytR1_F TGCCATTATTGACGGTTACGG 
 
This study lytR2_R AAACACGCATACGAAGCAAAC 
 
lytS2_F GATGCGATTCAATTAACTGTA 
 
This study lytR2_R AAAATAATGTAAGGTGCATGT 
 
lrgA_F ACGCTGTACCAACACTTTCAAC 
 
This study lrgA_R CCAATGCCAGCTTCAGTAATAGG 
 
lrgB_F CCAACGATAACGACTGCAATACTG 
 
This study lrgB_R TTAGGCACAAGCGGACATACAC 
 
cidA_F TAGCAGGCAGTATTGTAGGC 
 
This study 
cidA_R ACCCGTCTTTCACCCATTG 
 
16S_F (Q3) GAGGAAGGIGIGGAIGACGT 
 (Tseng et 
al., 2003) 16S_R (Q4) AGICCCGIGAACGTATTCAC 
  
 
 
  
  
Table 3. Effect of the lytSR deletion on antibiotic sensitivity. Penicillin G or two 
glycopeptides, vancomycin and teicoplanin were added at a concentration of 10 times the MICs 
to early-exponential growth cultures of S. lugdunensis WT and ΔlytSR strains. Viable bacterial 
counts were determined after 6 and 24 h by plating diluted aliquots on TSA. Data are means ± 
SD of 3 independent experiments.  
 
Mean ± SD ΔlogCFU/mL 
  Penicillin G Vancomycin Teicoplanin 
 
6 h 24 h  6 h 24 h  6 h 24 h  
WT -4,36 ± 0,98 -5,48 ± 0,04 -0,92 ± 0,14 -2,55 ± 0,48 -1,23 ± 0,45 -2,13 ± 0,43 
∆lytSR -2,88 ± 0,73 -5,31 ± 0,04 -0,60 ± 0,18 -1,91± 0,10 -1,39 ± 0,24 -1,66 ± 0,76 
 
 
  
  
Table 4.  List of genes expressed differentially in strain DSMΔlytSR compared to the wild-
type strain  
 
 
 
 
  
Complete list of the 79 genes up-regulated at 6 h by the deletion of lytSR 
Genes involved in ORF number Common gene name
Description or 
predicted function
Fold up-
regulation
1. Metabolism
1.1.   Overview
Carbon metabolism SLUG_02290 deheydrogenase E1 component family protein 4,1
SLUG_02310 2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein 4,1
SLUG_02300 putative transketolase 3,7
SLUG_02280
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family 
protein 3,5
SLUG_05050 gntK putative gluconokinase 2,8
SLUG_15030 odhB
dihydrolipoamide succinyltransferase E2 component of 
2-ox... 2,6
SLUG_04660 putative L-serine dehydratase, beta chain
Biosynthesis of amino acids SLUG_18900 
SLUG_18910
argG 
argH putative argininosuccinate synthase 3,2
SLUG_04660 putative L-serine dehydratase, beta chain
1.2.   Carbohydrate metabolism
Glycolysis / Gluconeogenesis SLUG_02290 deheydrogenase E1 component family protein 4,1
SLUG_02310 2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein 4,1
SLUG_02300 putative transketolase 3,7
SLUG_02280
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family 
protein 3,5
SLUG_07050 PTS system, arbutin-like IIBC component 3,4
SLUG_03770 bglA 6-phospho-beta-glucosidase 3,2
Citrate cycle (TCA cycle) SLUG_02290 deheydrogenase E1 component family protein 4,1
SLUG_02310 2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein 4,1
SLUG_02300 putative transketolase 3,7
SLUG_02280
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family 
protein 3,5
SLUG_15030 odhB
dihydrolipoamide succinyltransferase E2 component of 
2-ox... 2,6
Pyruvate metabolism SLUG_02290 deheydrogenase E1 component family protein 4,1
SLUG_02310 2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein 4,1
SLUG_02300 putative transketolase 3,7
SLUG_02280
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family 
protein 3,5
Fructose and mannose metabolism 
SLUG_21010 fruA
PTS transport system, fructose-specific IIABC 
component 3,3
Galactose metabolism SLUG_24140 glycosyl hydrolase family protein 2,9
SLUG_22490 tdcB putative threonine dehydratase 2,8
Starch and sucrose metabolism SLUG_24140 glycosyl hydrolase family protein 2,9
SLUG_22490 tdcB putative threonine dehydratase 2,8
Pentose phosphate pathway SLUG_05050 gntK putative gluconokinase 2,8
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
SLUG_09130 glmS / gcaA
glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 
[isome... 2,7
1.3.   Energy metabolism
Nitrogen metabolism SLUG_05970 narG nitrate reductase beta chain 22,8
SLUG_05970 narG nitrate reductase alpha chain 14,8
SLUG_05980 narH respiratory nitrate reductase delta chain 19,0
SLUG_05990  
SLUG_06000
narJ  
narI putative nitrate reductase gamma chain 5,2
SLUG_05940
nasD / 
nasBC / nirB nitrite reductase large subunit 3,8
Porphyrin and chlorophyll metabolism SLUG_05950 
SLUG_05960 nasE tetrapyrole (corrin/porphyrin) methylase family protein 5,0
SLUG_05950
SLUG_05960
nasE / 
nasBD / nirD
assimilatory nitrite reductase small subunitte
trapyrole (corrin/porphyrin) methylase family protein 5,2
Pyrimidine metabolism SLUG_02710 putative membrane protein 27,9
SLUG_02710 PfkB family carbohydrate kinase 28,5
1.4.   Amino acid metabolism
Arginine and proline metabolism SLUG_02450 odcI ornithine decarboxylase 5,1
SLUG_18900 
SLUG_18910
argG 
argH putative argininosuccinate synthase 3,2
SLUG_04300 aldehyde dehydrogenase family protein 3,0
Alanine, aspartate and glutamate metabolism SLUG_22480 ald2 alanine dehydrogenase 2 3,7
SLUG_12190 ald1 alanine dehydrogenase 1 5,2
SLUG_18900 
SLUG_18910
argG 
argH putative argininosuccinate synthase 3,2
SLUG_04300 aldehyde dehydrogenase family protein 3,0
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
SLUG_09130 glmS / gcaA
glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 
[isome... 2,7
Glycine, serine and threonine metabolism
SLUG_02280
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family 
protein 3,5
SLUG_04660 putative L-serine dehydratase, beta chain
SLUG_22570 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase 2,9
Valine, leucine and isoleucine degradation
SLUG_02280
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family 
protein 3,5
Lysine degradation
SLUG_15030 odhB
dihydrolipoamide succinyltransferase E2 component of 
2-ox... 2,6
Cysteine and methionine metabolism SLUG_04660 putative L-serine dehydratase, beta chain
1.5.   Metabolism of other amino acids
Glutathione metabolism SLUG_02450 odcI ornithine decarboxylase 5,1
Taurine and hypotaurine metabolism SLUG_12190 ald1 alanine dehydrogenase 1 5,2
SLUG_22480 ald2 alanine dehydrogenase 2 3,7
1.6.   Metabolism of cofactors and vitamins
Porphyrin and chlorophyll metabolism SLUG_05950 
SLUG_05960 nasE tetrapyrole (corrin/porphyrin) methylase family protein 5,0
SLUG_05950
SLUG_05960
nasE / 
nasBD / nirD
assimilatory nitrite reductase small subunitte
trapyrole (corrin/porphyrin) methylase family protein 5,2
Folate biosynthesis SLUG_20960 putative radical activating enzyme 3,2
SLUG_20950 
SLUG_20960
putative 6-pyruvoyl tetrahydropterin synthase
putative radical activating enzyme 3,1
SLUG_20940 conserved hypothetical protein 3,1
2. Genetic Information Processing
2.1.   Translation
Ribosome SLUG_22670 rplL 50S ribosomal protein L7/L12 3,1
SLUG_13260 rpsT putative 30S ribosomal protein S20 2,7
SLUG_22610 rpsG 30S ribosomal protein S7 2,6
2.2.   Folding, sorting and degradation
RNA degradation SLUG_15900 
SLUG_15910 miaA
hypothetical protein
conserved hypothetical protein 3,2
SLUG_15900
SLUG_15910 miaA
putative tRNA delta 2-isopentenyl 
pyrophosphatetransferase 2,8
 
3. Environmental Information Processing
3.1.   Membrane transport
ABC transporters SLUG_20690  
SLUG_20700
sstB
sstA FecCD transport family protein
SLUG_21690  
SLUG_21700
mntB  
mntC ABC transporter permease protein 4,9
SLUG_21680 mntA ABC transporter ATP-binding protein 4,2
SLUG_19820 putative solute binding protein 3,7
SLUG_21690 
SLUG_21700
mntB
mntC ABC transporter extracellular binding protein 3,4
SLUG_20680 sstD lipoprotein 3,2
Phosphotransferase system (PTS) SLUG_03760 phosphosugar transferase system 4,5
SLUG_07050 PTS system, arbutin-like IIBC component 3,4
SLUG_21010 fruA
PTS transport system, fructose-specific IIABC 
component 3,3
3.2.   Signal transduction
Two-component system SLUG_05970 narG nitrate reductase beta chain 22,8
SLUG_05980 narH respiratory nitrate reductase delta chain 19,0
SLUG_06040 narT nitrite transport protein 14,1
SLUG_05970 narG nitrate reductase alpha chain 14,8
SLUG_06020 nreB putative histidine kinase 5,3
SLUG_06030 nreC putative response regulator 4,9
SLUG_06010 nreA hypothetical protein 4,0
4. Human Diseases
   Infectious diseases
Staphylococcus aureus  infection SLUG_16350 fbl receptin fbl 2,4
5. Others
Transcription factors SLUG_00760 GntR family transcriptional regulator 2,6
SLUG_01350 
SLUG_01360
flavodoxin-like fold domain protein
MerR family transcriptional regulator 3,3
Enzymes SLUG_01700 putative pyruvate formate-lyase activating enzyme 2,2
Transporters
SLUG_01710
SLUG_01720
arsR2
arsB1
arsenical resistance operon repressor 2
arsenical pump membrane protein 1 2,2
SLUG_02460 arcD arginine/ornithine antiporter 4,6
SLUG_02690 sodium:solute symporter family protein 2,8
SLUG_02700 putative nucleoside permease 32,5
SLUG_04650 putative membrane protein 3,2
Transcription factors SLUG_05040 gntR gluconate operon transcriptional repressor 2,7
SLUG_05060 gntP putative gluconate permease 3,6
SLUG_06620 
SLUG_06630
putative lipoprotein
putative Sec-independent exported protein 3,0
SLUG_06620 
SLUG_06630 
SLUG_06640 putative Sec-independent exported protein 2,7
Enzymes, transporters
SLUG_06620
SLUG_06630
putative lipoprotein
putative Sec-independent exported protein 2,5
Enzymes
Transporters
SLUG_06630 
SLUG_06640
putative Sec-independent exported protein
putative membrane protein 2,7
SLUG_09020 conserved hypothetical protein 2,8
SLUG_10700 putative membrane protein 2,8
SLUG_12530 putative GTP-binding protein 3,0
SLUG_13670 
SLUG_13680 hypothetical protein
SLUG_14550 conserved hypothetical protein
SLUG_15810 ABC transporter ATP-binding protein 3,2
Transporters, Ion channels SLUG_15960 glpF putative glycerol uptake facilitator protein 2,5
SLUG_16500 epr epr protein 2,5
SLUG_16510 lytN putative cell wall hydrolase 2,5
SLUG_19800 putative membrane protein
SLUG_21140 putative cobalamin synthesis protein 2,2
SLUG_22300 hypothetical protein 2,9
SLUG_22380 glycosyltransferase 2,9
SLUG_22500 amino acid permease 2,5
SLUG_22600 fus translation elongation factor G 3,1
SLUG_24130 H+/sugar symporter family protein 4,7
SLUG_24290 putative short chain dehydrogenase 10,0
SLUG_24300 major facilitator superfamily protein 11,4
SLUG_24310 carbohydrate kinase family protein 9,2
SLUG_24330 
SLUG_24340
transcriptional regulator
putative membrane protein 2,2
SLUG_24350 putative membrane protein 2,1
Complete list of the 45 genes down-regulated at 6 h by the deletion of lytSR 
Genes involved in ORF number Common gene name
Description or 
predicted function
Fold down-
regulation
1. Metabolism
1.1.   Overview
Biosynthesis of amino acids 
SLUG_15690 
SLUG_15700
thrB 
thrC
homoserine kinase 
et threonine synthase 7,2
SLUG_15710 putative homoserine dehydrogenase 6,3
SLUG_15720 putative aspartate kinase 3,4
SLUG_15840 conserved hypothetical protein 3,4
SLUG_20810 putative aminotransferase 2,7
SLUG_14830 lysC aspartokinase II 2,6
 2-Oxocarboxylic acid metabolism SLUG_15720 putative aspartate kinase 3,4
SLUG_14830 lysC aspartokinase II 2,6
1.2.   Carbohydrate metabolism
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism SLUG_09120 putative phosphoglucosamine mutase 2,3
SLUG_04290 NAD dependent epimerase/dehydratase family protein 2,0
Galactose metabolism SLUG_04290 NAD dependent epimerase/dehydratase family protein 2,0
1.3.   Nucleotide metabolism
Purine metabolism SLUG_23690 xpt putative xanthine phosphoribosyltransferase 3,8
SLUG_23660 guaA putative GMP synthase 3,0
SLUG_23670 guaB putative inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 3,0
1.4.   Amino acid metabolism
Glycine, serine and threonine metabolism 
SLUG_15690 
SLUG_15700
thrB 
thrC
homoserine kinase 
et threonine synthase 7,2
SLUG_15710 putative homoserine dehydrogenase 6,3
SLUG_15720 putative aspartate kinase 3,4
SLUG_15840 conserved hypothetical protein 3,4
SLUG_14830 lysC aspartokinase II 2,6
Cysteine and methionine metabolism SLUG_15710 putative homoserine dehydrogenase 6,3
SLUG_15720 putative aspartate kinase 3,4
SLUG_14830 lysC aspartokinase II 2,6
Lysine biosynthesis SLUG_15710 putative homoserine dehydrogenase 6,3
SLUG_15720 putative aspartate kinase 3,4
SLUG_14830 lysC aspartokinase II 2,6
Histidine metabolism SLUG_20810 putative aminotransferase 2,7
Tyrosine metabolism SLUG_20810 putative aminotransferase 2,7
Phenylalanine metabolism SLUG_20810 putative aminotransferase 2,7
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesisSLUG_20810 putative aminotransferase 2,7
1.5.   Metabolism of cofactors and vitamins
Vitamin B6 metabolism
SLUG_15690 
SLUG_15700
thrB 
thrC
homoserine kinase 
et threonine synthase 7,2
1.6.   Biosynthesis of other secondary metabolites
Novobiocin biosynthesis SLUG_20810 putative aminotransferase 2,7
1.7.   Xenobiotics biodegradation and metabolism
2. Genetic Information Processing
2.1.   Translation
Aminoacyl-tRNA biosynthesis SLUG_21940 argS putative arginyl-tRNA synthetase 2,3
2.2.   Replication and repair
DNA replication SLUG_00150 dnaC DnaB-like helicase 2,4
 
3. Environmental Information Processing
3.1.   Membrane transport
ABC transporters
SLUG_06770
SLUG_06780
 putative permease
 ABC transporter ATP-binding protein 6,0
SLUG_23470 putative transport system membrane protein 2,8
3.2.   Signal transduction
Two-component system SLUG_05540 lrgA holin-like protein 3,3
4. Human Diseases
   Infectious diseases
Staphylococcus aureus infection SLUG_19300 dltD putative lipoteichoic acid biosynthesis protein 2,1
5. Others
SLUG_01590 conserved hypothetical membrane protein 3,0
SLUG_02030 MarR family transcriptional regulator 2,5
SLUG_02040 isaB immunodominant antigen B 2,5
SLUG_03650 conserved hypothetical protein 2,4
SLUG_03780 tanA tannase TanA 2,3
SLUG_03920 GgnB-like taichoic acid biosynthesis enzyme 1,9
SLUG_05380 putative transport protein 2,2
SLUG_05490 putative membrane protein 2,6
Transporters SLUG_05570 putative transport protein 2,7
SLUG_05600 hypothetical protein 2,7
Transporters SLUG_06820 tcaB teicoplanin resistance associated membrane protein 2,1
SLUG_06950 conserved hypothetical protein 2,6
SLUG_07350 sarR staphylococcal accessory regulator A homologue 2,7
Enzymes, Peptidases
Transfer RNA biogenesis , Prokaryotic Type
Ribosome biogenesis 
SLUG_10100 
SLUG_10110
putative acetyltransferase
putative glycoprotease 2,1
SLUG_10160 conserved hypothetical protein 3,0
SLUG_10390 hypothetical protein 2,9
SLUG_10880 conserved hypothetical protein 3,5
SLUG_10890 putative aminopeptidase 4,2
SLUG_10900 conserved hypothetical protein 4,2
Enzymes, peptidases SLUG_13820 putative peptidase 2,5
SLUG_15660 amino acid permease 2,8
SLUG_15680 haloacid dehalogenase-like hydrolase 2,2
Enzymes SLUG_18190 atl bifunctional autolysin precursor 2,2
Enzymes, peptidases SLUG_18620 pepB putative oligopeptidase 3,2
SLUG_21450 conserved hypothetical protein 2,5
SLUG_21490 putative membrane protein 2,5
SLUG_23410 putative membrane protein 2,5
Transporters SLUG_23680 pbuX putative xanthine permease 3,8
SLUG_23820 hypothetical protein 3,1
Complete list of the 108 genes up-regulated at 8 h by the deletion of lytSR 
Genes involved in ORF number
Common 
gene 
name
Description or 
predicted function
Fold up-
regulation
1. Metabolism
   Overview
Fatty acid metabolism SLUG_02150 short chain dehydrogenase 3,5
Carbon metabolism SLUG_01310 PfkB family protein 2,5
SLUG_01320 KDPG and KHG aldolase family protein 2,2
Biosynthesis of amino acids SLUG_03580 putative peptidase 2,3
SLUG_05160 putative peptidase 2,1
2-Oxocarboxylic acid metabolism SLUG_05160 putative peptidase 2,1
   Carbohydrate metabolism
Fructose and mannose metabolism SLUG_21020 putative phosphofructokinase 3,2
Propanoate metabolism SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Pyruvate metabolism SLUG_04500 cidC thiamine pyrophosphate enzyme 2,7
SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Pentose phosphate pathway SLUG_01310 PfkB family protein 2,5
SLUG_01320 KDPG and KHG aldolase family protein 2,2
Pentose and glucuronate interconversions SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Glycolysis / Gluconeogenesis SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Ascorbate and aldarate metabolism SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism SLUG_15650 katA catalase 2,4
SLUG_01320 KDPG and KHG aldolase family protein 2,2
Butanoate metabolism SLUG_05410 zinc dependent dehydrogenase 2,1
   Energy metabolism
Nitrogen metabolism SLUG_19440 putative dioxygenase 4,1
SLUG_05970 narG nitrate reductase alpha chain 2,3
SLUG_05980 narH nitrate reductase beta chain 2,4
SLUG_05990 narJ respiratory nitrate reductase delta chain 2,1
   Lipid metabolism
Fatty acid biosynthesis SLUG_02150 short chain dehydrogenase 3,5
Biosynthesis of unsaturated fatty acids SLUG_02150 short chain dehydrogenase 3,5
Fatty acid degradation SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Glycerolipid metabolism SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
   Nucleotide metabolism
Purine metabolism SLUG_03600 nrdD anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase 3,5
SLUG_09390 rpoE DNA-directed RNA polymerase delta subunit 3,3
Pyrimidine metabolism SLUG_03600 nrdD anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase 3,5
SLUG_09390 rpoE DNA-directed RNA polymerase delta subunit 3,3
SLUG_23260 tmk putative thymidylate kinase 2,3
   Amino acid metabolism
Histidine metabolism SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Lysine degradation SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
Valine, leucine and isoleucine degradation SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
SLUG_13970
bfmB 
(bfmB2, 
bfmBB) lipoamide acyltransferase component of branched-chain alp... 2,6
SLUG_13950 
SLUG_13960
bfmBAA 
(bfmB1A), 
bfmBAB 
(bfmB1B)
2-oxoisovalerate dehydrogenase alpha subunit
2-oxoisovalerate dehydrogenase beta subunit 2,3
Tryptophan metabolism SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
SLUG_15650 katA catalase 2,4
Arginine and proline metabolism SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
SLUG_03140 arcA arginine deiminase 2,4
SLUG_05160 putative peptidase 2,1
Lysine biosynthesis SLUG_03580 putative peptidase 2,3
   Metabolism of other amino acids
beta-Alanine metabolism SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
   Glycan biosynthesis and metabolism
Peptidoglycan biosynthesis SLUG_17190 pbpA penicillin-binding protein 1 2,4
SLUG_17180 mraY phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide-transferase 2,1
   Metabolism of cofactors and vitamins
Biotin metabolism SLUG_02150 short chain dehydrogenase 3,5
Pantothenate and CoA biosynthesis SLUG_01080 putative ketopantoate reductase 2,8
Nicotinate and nicotinamide metabolism SLUG_18560 conserved hypothetical protein 2,4
   Metabolism of terpenoids and polyketides
Carotenoid biosynthesis SLUG_01840 putative glycosyl transferase 4,0
SLUG_01850 crtM squalene desaturase 3,5
SLUG_01830 putative phytoene dehydrogenase related protein 3,3
SLUG_01860 crtN squalene synthase 2,8
SLUG_01820 putative membrane protein 2,8
Limonene and pinene degradation SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
   Xenobiotics biodegradation and metabolism
Chloroalkane and chloroalkene degradation SLUG_09450 aldehyde dehydrogenase family protein 2,7
2. Genetic Information Processing
   Transcription
RNA polymerase SLUG_09390 rpoE DNA-directed RNA polymerase delta subunit 3,3
   Translation
Aminoacyl-tRNA biosynthesis SLUG_01370 thrZ threonyl-tRNA synthetase 2,9
SLUG_15630 30S ribosomal protein S14 2,4
   Folding, sorting and degradation
RNA degradation SLUG_15900 conserved hypothetical protein 5,3
 
3. Environmental Information Processing
   Membrane transport
ABC transporters 
SLUG_05420 
SLUG_05430
opuCA 
opuCB
putative glycine betaine/carnitine/choline transport ATP-…
putative glycine betaine/carnitine/choline transport syst… 3,1
SLUG_05440 
SLUG_05450
opuCC 
opuCD putative glycinebetaine/carnitine/choline-binding lipopro... 2,9
SLUG_07410 BioY family protein 2,6
SLUG_17680 
SLUG_17690
ABC transporter extracellular binding protein
putative ABC transport system permease 2,5
SLUG_20830 
SLUG_20840
ABC transporter permease protein
ABC transporter ATP-binding protein 2,5
   Signal transduction
Two-component system SLUG_05970 narG nitrate reductase alpha chain 2,3
SLUG_05980 narH nitrate reductase beta chain 2,4
SLUG_05990 narJ respiratory nitrate reductase delta chain 2,1
4. Human Diseases
   Infectious diseases
Staphylococcus aureu s infection SLUG_16350 fbl receptin fbl 3,0
   Drug resistance
beta-Lactam resistance SLUG_17190 pbpA penicillin-binding protein 1 2,4
5. Others
 SLUG_17200 putative cell division protein 2,4
SLUG_01300 IclR family transcriptional regulator 2,5
SLUG_01360 MerR family transcriptional regulator 2,4
SLUG_01380 OxyL-like protein 3,8
SLUG_01670 putative reductase 2,0
Enzymes SLUG_01700 putative pyruvate formate-lyase activating enzyme 3,3
SLUG_01810 Tsp0 family protein 2,8
SLUG_02070 conserved hypothetical protein 2,9
SLUG_02090 putative membrane protein 2,3
SLUG_02100 hypothetical membrane protein 2,2
SLUG_02140 putative N-acetyltransferase 2,8
SLUG_02250 putative membrane protein 3,3
SLUG_02630 hypothetical protein 2,7
SLUG_02970 conserved hypothetical protein 2,1
SLUG_03440 conserved membrane protein 2,9
SLUG_03550 sulfite exporter TauE/SafE family protein 2,3
Enzymes SLUG_03610 nrdG putative anaerobic ribonucleotide reductase activating pr... 3,1
SLUG_03620 hypothetical membrane protein 2,4
SLUG_03640 cudT choline transporter 2,3
SLUG_03850 slsc putative LPXTG cell wall-anchored protein 2,6
SLUG_03860 putative membrane protein 3,1
SLUG_04020 conserved hypothetical protein 3,0
SLUG_04150 amino acid permease family protein 2,8
SLUG_04160 putative membrane protein 1,8
SLUG_04170 conserved hypothetical protein 2,7
SLUG_04330 conserved hypothetical protein 2,5
SLUG_04340 CorA-like Mg2+ transporter protein 4,6
SLUG_04760 slsB putative LPXTG cell wall-anchored protein 2,7
SLUG_04790 acetyltransferase (GNAT) family protein 2,2
SLUG_05860 putative membrane protein 2,5
SLUG_06100 conserved hypothetical protein 2,4
SLUG_06700 lldP2 putative L-lactate permease 2 2,8
SLUG_07000 putative short chain dehydrogenase 2,2
Chaperones and folding catalysts SLUG_07360 clpL putative ATP-dependent protease ATP-binding subunit ClpL 3,2
SLUG_08930 putative membrane protein 2,6
SLUG_08950 asp23 alkaline shock protein 23 2,6
SLUG_09330
SLUG_09340
putative peptidase
hypothetical protein 3,4
SLUG_09360 hypothetical protein 2,6
SLUG_09380 putative acetyltransferase 3,2
SLUG_10700 putative membrane protein 2,4
Enzymes Peptidases SLUG_10930 ThiJ/PfpI family protein 3,5
SLUG_11210 putative membrane protein 2,1
SLUG_11490 aldo/keto reductase family protein 2,3
SLUG_11760 putative exported protein / General stress protein-like protein 2,2
SLUG_11890 putative exported protein 2,5
SLUG_11900 putative membrane protein 2,9
Enzymes Peptidases DNA repair and recombination proteins SLUG_15590
dinR 
(lexA) DNA damage-inducible repressor 2,0
SLUG_15780 hypothetical uncharacterized protein 2,4
Enzymes  Prenyltransferases Transfer RNA biogenesis SLUG_15910 miaA putative tRNA delta 2-isopentenyl pyrophosphatetransferase 5,3
SLUG_16040 conserved hypothetical protein 2,4
SLUG_16620
SLUG_16630 
SLUG_16640 hypothetical protein 2,4
SLUG_17240 acetyltransferase (GNAT) family protein 3,5
SLUG_17920 hypothetical protein 3,3
SLUG_18280 hypothetical protein 2,5
Enzymes SLUG_18550 putative RNA pseudouridylate synthase 2,4
SLUG_19450 putative CBS domains-containing hemolysin 3,1
SLUG_19810 conserved hypothetical protein 3,1
SLUG_19930 OsmC-like protein 2,3
Transcription factors SLUG_21030 DeoR ramily regulatory protein 3,2
SLUG_21170 putative exported protein 2,6
SLUG_21200 conserved hypothetical protein (pseudogene 3,9
SLUG_21210 hypothetical protein 2,2
SLUG_21320 putative membrane protein 2,2
Transporters
SLUG_21740 
SLUG_21745
putative membrane protein
NADH-Ubiquinone/plastoquinone (complex I) oxidoreductase 
protein 2,3
Transporters SLUG_21760 putative membrane protein 2,5
Transporters SLUG_21770
putative NADH-Ubiquinone/plastoquinone (complex I) 
oxidoreductase protein 2,3
SLUG_21860 putative exported protein 3,5
SLUG_22040 aldo/keto reductase family protein 2,5
SLUG_22170 
SLUG_22180 hypothetical protein 3,1
SLUG_22210 putative amino acid permease 2,8
SLUG_22290 scdA cell wall metabolism protein 3,0
Transporters SLUG_22310 proP putative proline/betaine transporter 3,5
SLUG_23710 hypothetical protein 2,6
SLUG_23810 putative membrane protein 3,1
Complete list of the 66 genes down-regulated at 8 h by the deletion of lytSR 
Genes involved in ORF number Common gene name
Description or 
predicted function
Fold down-
regulation
1. Metabolism
1.1.   Overview
Carbon metabolism SLUG_21640
putative D-isomer specific 2-hydroxyacid 
dehydrogenase 3,3
SLUG_13750 gcvT putative aminomethyltransferase 2,5
SLUG_22130 pta putative phosphate acetyltransferase 2,2
SLUG_11980 fhs formate--tetrahydrofolate ligase 2,1
1.2.   Carbohydrate metabolism
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism SLUG_21640
putative D-isomer specific 2-hydroxyacid 
dehydrogenase 3,3
Pentose phosphate pathway SLUG_09270 deoC1 deoxyribose-phosphate aldolase 3,0
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism SLUG_05720 putative glycerate kinase 2,6
SLUG_04230 D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase 2,3
Pyruvate metabolism SLUG_22130 pta putative phosphate acetyltransferase 2,2
Propanoate metabolism SLUG_22130 pta putative phosphate acetyltransferase 2,2
1.3.   Energy metabolism
Methane metabolism SLUG_21640
putative D-isomer specific 2-hydroxyacid 
dehydrogenase 3,3
SLUG_22130 pta putative phosphate acetyltransferase 2,2
1.4.   Lipid metabolism
Glycerolipid metabolism SLUG_05720 putative glycerate kinase 2,6
Secondary bile acid biosynthesis SLUG_02810 putative choloylglycine hydrolase 2,2
1.5.   Nucleotide metabolism
Purine metabolism SLUG_22650 rpoB DNA-directed RNA polymerase beta chain protein 2,3
SLUG_13250 conserved hypothetical protein 2,3
Pyrimidine metabolism SLUG_22650 rpoB DNA-directed RNA polymerase beta chain protein 2,3
SLUG_13250 conserved hypothetical protein 2,3
SLUG_09280 pyn / pdp putative pyrimidine-nucleoside phosphorylase 2,2
1.6.   Amino acid metabolism
Glycine, serine and threonine metabolism SLUG_05720 putative glycerate kinase 2,6
SLUG_13750 gcvT putative aminomethyltransferase 2,5
1.7.   Metabolism of other amino acids
Taurine and hypotaurine metabolism SLUG_22130 pta putative phosphate acetyltransferase 2,2
1.8.   Metabolism of cofactors and vitamins
One carbon pool by folate SLUG_13750 gcvT putative aminomethyltransferase 2,5
SLUG_11980 fhs formate--tetrahydrofolate ligase 2,1
Thiamine metabolism SLUG_06350 thiC thiamine biosynthesis protein ThiC 2,1
2. Genetic Information Processing
2.1.   Transcription
RNA polymerase SLUG_22650 rpoB DNA-directed RNA polymerase beta chain protein 2,3
2.2.   Translation
Aminoacyl-tRNA biosynthesis SLUG_22790 gltX putative glutamyl-tRNA synthetase 2,3
Ribosome SLUG_16790 rpmB 50S ribosomal protein L28 2,0
2.3.   Replication and repair
DNA replication SLUG_13250 conserved hypothetical protein 2,3
Mismatch repair SLUG_13250 conserved hypothetical protein 2,3
Homologous recombination SLUG_13250 conserved hypothetical protein 2,3
 
3. Environmental Information Processing
3.1.   Membrane transport
ABC transporters SLUG_21680 mntA ABC transporter ATP-binding protein 3,2
SLUG_21690 mntB ABC transporter extracellular binding protein 2,7
3.2.   Signal transduction
Two-component system SLUG_05540 lrgA holin-like protein 195,0
SLUG_05530 lrgB holin-like protein 162,1
SLUG_00860
kdpA 
(SCCmec) potassium-transporting ATPase A chain 2,2
SLUG_00880
kdpC 
(SCCmec) potassium-transporting ATPase C chain 2,1
4. Others SLUG_00670 hypothetical lipoprotein 2,0
SLUG_00680 hypothetical lipoprotein x3 2,2
SLUG_00930 IsdJ
putative LPXTG cell wall-anchored NEAT domain 
protein 2,2
SLUG_01060 acetyltransferase family protein 2,3
Enzymes SLUG_01550 msrA3 hypothetical protein 2,2
SLUG_01790 conserved hypothetical protein 2,1
SLUG_02750 CAAX amino terminal protease family protein 2,1
SLUG_02760 CAAX amino terminal protease family protein 2,3
Transporters SLUG_04480 
SLUG_04490
cidA 
cidB
hypothetical protein
hypothetical protein 2,4
Enzymes, peptidases SLUG_04810 peptidase M48 family protein 2,4
Transporters SLUG_04970 putative transporter protein 2,1
SLUG_05140 hypothetical protein 2,2
SLUG_05380 putative transport protein 2,4
SLUG_05490 putative membrane protein 5,5
SLUG_05500 Putative EsaC protein analog 2,5
SLUG_07310
putative exported protein / Secretory antigen precursor 
SsaA 2,4
Translation factors SLUG_10130 ABC transporter ATP-binding protein 2,1
SLUG_10330 putative membrane protein 2,6
SLUG_10890 putative aminopeptidase 2,2
SLUG_10900 conserved hypothetical protein 2,1
SLUG_11580 putative exported protein / Autolysin 3,2
SLUG_11670 conserved hypothetical protein 2,3
SLUG_11710 conserved hypothetical protein 2,3
Enzymes SLUG_12150 putative thiol peroxidase 2,4
Transcription factors SLUG_12910 conserved hypothetical protein 2,1
SLUG_13400 PhoH-like protein 2,3
Enzymes, peptidases SLUG_13820 putative peptidase 2,6
SLUG_15070 putative membrane protein 2,2
Enzymes SLUG_15380 msrA2 peptide methionine sulfoxide reductase I 2,0
SLUG_16100 cvfA
putative exported protein / Hydrolase (HAD 
superfamily) 2,4
SLUG_17590 conserved hypothetical protein 2,4
Enzymes, peptidases SLUG_18620 pepB putative oligopeptidase 2,2
SLUG_19660 essB Putative secretion system component EssB/YukC 2,3
SLUG_19670 
SLUG_19680
esaB 
essA
Putative secretion accessory protein EsaB/YukD
Putative secretion system component EssA 2,4
SLUG_20070 putative lysin decarboxylase family protein 2,2
SLUG_20440
putative exported protein / putative secretory antigen 
precursor 3,5
SLUG_21050 putative exported protein 2,5
SLUG_21150 mgrA MarR family regulatory protein 2,9
SLUG_21330
putative exported protein / Secretory antigen precursor 
SsaA 2,8
SLUG_21450 conserved hypothetical protein 2,4
SLUG_21630 conserved hypothetical protein 4,4
Enzymes SLUG_22140 conserved hypothetical protein 2,6
Transporters SLUG_23680 pbuX putative xanthine permease 2,2
SLUG_23750 conserved hypothetical protein 2,7
SLUG_24160 hypothetical exported protein 3,7
  
Table 5. Expression of genes regulated by LytSR confirmed by qRT-PCR  
ORF number Gene Predicted funtion Expression ratio (ΔlytSR/WT) 
   
Microarray qRT-PCR 
SLUG_05540 lrgA Antiholin-like protein LrgA 0,005 0,008 
SLUG_05530 lrgB LrgA-associated membrane protein LrgB 0,006 0,013 
SLUG_04480  cidA Holin-like protein CidA 0,417 0,441 
 






Supplementary Material 
Role of the LytSR two-component regulatory system in Staphylococcus 
lugdunensis biofilm formation and pathogenesis 
 
 
Table S1. Biomass and viability in the biofilm 
 
Total biomass, live cells stained with SYTO®9 (green fluorescence) and dead cell stained with 
propidium iodide (red fluorescence) were measured by CLSM and analyzed using IMARIS 
software.  
 
Total 
Biomass
Green 
fluorescence
Red 
fluorescence
death cell 
% 
  DSM 15901,80 15733,60 168,20 1,06
  DSMΔlytSR 8014,64 7559,14 455,50 5,68
  DSMΔlytSR (pCU1) 3544,25 3007,00 537,25 15,16
  DSMΔlytSR (pCU1-lytSR ) 9984,40 8946,20 1038,20 10,40

Travail personnel : LytSR et S. lugdunensis 
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3.3. Discussion et perspectives 
Peu de facteurs de virulence ont été caractérisés à ce jour chez S. lugdunensis (Argemi et al., 
2017e; Frank et al., 2008). La plupart des souches ont la capacité de former du biofilm, dont la 
matrice est composée essentiellement de protéines et d’ADNe (Frank and Patel, 2007; 
Rajendran et al., 2015). L’ADNe joue un rôle clé dans la matrice du biofilm en raison de ses 
propriétés adhésives. Il est libéré au cours de la lyse d’une fraction de cellules mortes présentes 
au sein du biofilm (Figure 47) (Moormeier and Bayles, 2017).  
 
 
Figure 47. Modèle d'interactions cellulaires au sein du biofilm de S. aureus (Moormeier and Bayles, 
2017). Au cours de l’étape d’attachement initial, des cellules planctoniques se fixent à la surface par le biais 
d'interactions électrostatiques (indiquées par les symboles + et -). Ensuite, au cours de la phase de 
multiplication, une sous-population de cellules meurt et se lyse (cercles noirs) libérant de l'ADN 
extracellulaire (lignes rouges) et des protéines cytoplasmiques (petits ronds bleu clair) dans le milieu 
extracellulaire, constituant une matrice autour des cellules vivantes (cercles bleus). 
 
Chez S. aureus et S. epidermidis, ce processus est régulé par les opérons cidABC et lrgAB, qui 
sont sous le contrôle respectif des régulateurs CidR et LytSR (Sadykov and Bayles, 2012).  
Le TCS LytSR ayant été identifié comme un régulateur clé de la mort cellulaire et de la lyse 
dans les biofilms staphylococciques, nous avons supposé qu’il pourrait également jouer un rôle 
dans le contrôle de ces processus chez S. lugdunensis. Nos travaux avaient ainsi pour objectif 
la caractérisation fonctionnelle de LytSR chez cette espèce.  
Travail personnel : LytSR et S. lugdunensis 
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Souches utilisées dans l’étude 
En premier lieu, un mutant délété des gènes lytSR a été construit par utilisation de la souche  
S. lugdunensis DSM 4804 (Freney et al., 1988). Nous avons choisi cette souche car elle est 
productrice de biofilm, et parce qu’elle avait précédemment permis d’obtenir un mutant délété 
du gène atlL au laboratoire (Gibert et al., 2014). En effet, S. lugdunensis est une espèce très 
réfractaire à la transformation du fait (i) d’un PG épais agissant comme une barrière physique 
et (ii) de la présence de systèmes de restriction-modification (Heilbronner et al., 2013). Une des 
techniques de transformation nécessite l’utilisation de protoplastes (digestion du PG avec de la 
lysostaphine), technique mise au point au laboratoire du Pr Gatermann (Institute of Hygiene 
and Microbiology, Université de la  Ruhr, Bochum, Allemagne) (Marlinghaus et al., 2012).  
Nous avons également complémenté la souche délétée des gènes lytSR avec les plasmides 
pCU1-lytSR et pCU1. La croissance des quatre souches en milieu liquide était identique, tout 
comme la viabilité cellulaire associée. Ces résultats indiquent que LytSR n’est pas essentiel à 
la croissance bactérienne, comme démontré chez S. epidermidis (Zhu et al., 2010). 
 
Impact de LytSR dans l’autolyse induite et la mort cellulaire 
Dans l’objectif de déterminer si LytSR était impliqué dans l’autolyse chez S. lugdunensis, des 
essais d’autolyse induite par le Triton X-100 ont été menés. Le Triton X-100 est un détergent 
qui lève l’inhibition exercée par les acides téichoïques sur le système autolytique global. La 
souche délétée du gène atlL a été utilisée comme témoin de résistance à l’autolyse (Gibert et 
al., 2014). La souche ΔlytSR présentait le même taux d'autolyse induite que la souche sauvage, 
révélant que LytSR n'est pas impliqué dans ce processus chez la souche S. lugdunensis DSM 
4804.  
Ce résultat est similaire à celui obtenu avec le mutant ΔlytSR de la souche S. epidermidis 1457 
(Zhu et al., 2010). Fait intéressant, chez S. aureus, cette caractéristique semble être dépendante 
de la souche, car le mutant délété du gène lytS chez la souche S. aureus UAMS-1 ne montre pas 
d’augmentation de la lyse induite par le Triton X-100 (Sharma-Kuinkel et al., 2009) alors qu’un 
mutant lytS de la souche S. aureus RN4220 présente une autolyse accrue (Brunskill and Bayles, 
1996a). Ainsi, les effets de LytSR sur le système autolytique semblent dépendre des différents 
fonds génétiques des souches de staphylocoque. 
De la même manière, LytSR n'est pas impliqué chez S. lugdunensis dans la mort cellulaire 
induite par des antibiotiques ciblant la synthèse de la paroi cellulaire, tels que la pénicilline G 
et les glycopeptides. Cependant, il convient de souligner que les expériences de bactéricidie ont 
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été conduites sur des bactéries en phase exponentielle précoce de croissance (trois heures), 
comme recommandé par le Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI ; National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999). Or, à ce temps de croissance, nos 
expériences de qRT-PCR ont montré que les opérons lytSR et lrgAB étaient encore peu 
exprimés. Pour S. aureus, il a été décrit qu'une délétion de lrgAB augmente la mort cellulaire 
induite par la pénicilline lorsque les bactéries approchent de la phase de croissance stationnaire, 
moment où l'opéron de lrgAB est exprimé au maximum. Au contraire, la délétion de lrgAB 
n'affecte pas la mort cellulaire induite par la pénicilline en phase exponentielle précoce, moment 
où l'expression de lrgAB est minimale (Groicher et al., 2000). Ainsi, afin d'étudier si la délétion 
de lytSR pourrait favoriser la mort induite par les antibiotiques chez S. lugdunensis, il serait 
intéressant de mener ces expériences avec des cellules en phase exponentielle tardive.  
Il est à noter que la souche sauvage S. lugdunensis DSM 4804 est naturellement tolérante aux 
glycopeptides, et que la délétion de lytSR n'a pas eu d’effet sur cette tolérance. Ce défaut 
d'activité bactéricide des glycopeptides a été décrit pour de nombreux isolats de l'espèce  
S. lugdunensis (Bourgeois et al., 2007). Parmi les mécanismes putatifs à l’oirigine de cette 
tolérance, figurent une altération des systèmes régulateurs de l’autolyse. Ainsi, l’étude de tels 
sytèmes chez S. lugdunensis mériterait d’être envisagée, en caractérisant d’autres TCS comme 
WalRK ou ArlSR (Haag and Bagnoli, 2017). En effet, WalRK contrôle positivement les 
activités des autolysines Atl de S. aureus (Dubrac et al., 2007) et probablement celles d’AtlE 
de S. epidermidis (Xu et al., 2017). La caractérisation fonctionnelle de WalRK chez  
S. lugdunensis apparaît d’autant plus intéressante que les gènes yycJ et yycI homologues à ceux 
de S. aureus et S. epidermidis ne sont pas adjacents, mais juste en amont et en aval du locus ica 
(cf paragraphe 3.3.3 de la partie 1). D’autre part, le rôle du locus agr serait également intéressant 
à investiguer chez S. lugdunensis, puisque chez S. epidermidis il contrôle négativement 
l’expression du gène atlE (Vuong et al., 2003). 
 
Impact de LytSR dans la formation de biofilm  
La formation de biofilm étant l’un des principaux déterminants de la pathogénicité de  
S. lugdunensis (Argemi et al., 2017d; Frank et al., 2008) l'impact de la délétion de lytSR sur la 
formation de biofilm a fait l'objet d'une étude approfondie par CLSM. Le mutant ΔlytSR 
produisait beaucoup moins de biofilm que la souche parentale. De plus, la délétion perturbait 
l'architecture normale du biofilm, avec une absence de structures en tours par rapport à la souche 
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sauvage. Il est intéressant de noter que chez S. aureus, lrgAB est constitutivement exprimé au 
sein des larges structures en tours lors du développement du biofilm (Moormeier et al., 2013).  
La coloration live/dead a mis en évidence un taux plus élevé de fluorescence rouge à l'intérieur 
du biofilm de la souche ΔlytSR comparativement à la souche sauvage, en faveur d’une 
diminution de la viabilité cellulaire. Ainsi, l'altération de la formation de biofilm chez le mutant 
ne semble pas être liée à une à une réduction de la lyse cellulaire, même si pour confirmer ce 
fait, il serait nécessaire de quantifier les niveaux d'ADNe dans le biofilm. 
Ces résultats sont en contradiction avec ceux obtenus pour d'autres espèces de staphylocoques. 
En effet, chez S. aureus, un mutant lytS ainsi qu'un mutant lrgAB produisent un biofilm plus 
adhérent en lien avec des niveaux accrus d'ADNe dans la matrice du biofilm (Mann et al., 2009; 
Sharma-Kuinkel et al., 2009). Chez S. epidermidis, un mutant lytSR produit également plus de 
biofilm, mais avec une diminution significative du nombre de cellules mortes à l'intérieur (Zhu 
et al., 2010). Ainsi, LytSR est impliqué dans le contrôle de la formation de biofilm chez les 
staphylocoques, mais les voies de régulation semblent grandement dépendre de l'espèce. 
 
Impact de LytSR dans la pathogénicité de S. lugdunensis 
Afin d'évaluer in vivo l'implication de LytSR dans la pathogénicité, le nématode C. elegans a 
été utilisé comme organisme hôte. Ce modèle a été choisi parce que C. elegans a déjà été utilisé 
avec succès pour l'étude des interactions hôte-pathogène, en particulier chez S. aureus (Sifri et 
al., 2003). Nous avons d’abord utilisé le test de slow killing, qui permet d’observer la mort des 
vers par un processus semblable à une infection au cours duquel la bactérie s’accumule dans 
l’intestin des vers (Tan et al., 1999). La souche mutante a montré une atténuation significative 
de la virulence par rapport à la souche sauvage, observation qui pourrait être en lien avec sa 
plus faible capacité à former du biofilm.  
Au contraire, aucune différence n'a été observée entre la souche sauvage et la mutante dans les 
tests de C. elegans en milieu liquide (fast killing) et dans l’induction de libération de LDH par 
les cellules HaCaT. Ces résultats peuvent suggérer une libération similaire de toxines ou de 
facteurs de virulence par les souches. 
Pour compléter ces modèles, il serait intéressant de tester la virulence des souches sauvage et 
ΔlytSR dans d’autres modèles in vivo d’infection, comme un modèle d’endocardite de rat 
simulant l’infection par un corps étranger, qui correspond au pouvoir pathogène naturel de 
l’espèce.  
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Analyses transcriptomiques 
Une autre partie de cette étude a porté sur l’impact de lytSR dans l’expression génique globale 
par analyse comparée du transcriptome des souches sauvage et mutée. Pour cela, les ARN ont 
été extraits à deux temps de culture distincts : six heures de croissance (milieu de phase 
exponentielle) lorsque l'expression de lytSR était maximale, et huit heures (fin de phase 
exponentielle) lorsque celle de lrgAB était maximale.  
La transcription de lrgAB a diminué de manière drastique chez le mutant, indiquant que cet 
opéron est la cible principale de LytSR chez S. lugdunensis. Cela concorde avec ce qui a 
précédemment été décrit chez S. aureus et S. epidermidis (Sharma-Kuinkel et al., 2009; Zhu et 
al., 2010). En outre, LytSR régule l’expression d’une grande variété de gènes impliqués dans 
des processus cellulaires majeurs tels que le métabolisme des glucides, des nucléotides, des 
acides aminés et le mtéabolisme énergétique. Ces résultats ont également été observés pour 
d'autres espèces de staphylocoques (Sharma-Kuinkel et al., 2009; Zhu et al., 2010), suggérant 
que LytSR pourrait affecter la viabilité cellulaire et l'adaptation à des changements 
environnementaux en contrôlant l'état métabolique des cellules.  
Contrairement à S. epidermidis, les gènes impliqués dans le métabolisme du pyruvate, comme 
le gène cidC qui code pour une pyruvate ménéquinone oxydoréductase, étaient régulés 
négativement par LytSR. Il a été décrit que la protéine CidC de S. aureus joue un rôle majeur 
dans la mort cellulaire programmée des bactéries en convertissant le pyruvate intracellulaire en 
acide acétique (Patton et al., 2005), conduisant à une acidification cytoplasmique et à une 
inhibition de la respiration (Thomas et al., 2014b). Ainsi, l'hyperexpression de cidC (2.7) dans 
le mutant ΔlytSR de S. lugdunensis pourrait expliquer en partie le taux plus élevé de cellules 
mortes observé dans le biofilm.  
LytSR pourrait donc appartenir aux réseaux de régulation impliqués dans la connexion entre la 
mort cellulaire programmée et le métabolisme chez S. lugdunensis, comme cela a été décrit 
pour d’autres espèces (Figure 48) (van den Esker et al., 2017).  
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Figure 48. Voies de régulation du système à deux composants LytSR chez Bacillus subtilis, S. aureus, 
Streptococcus mutans et S. epidermidis (van den Esker et al., 2017). Les flèches noires décrivent l'activation 
de la transcription, la conversion métabolique ou le transport, tandis que les barres rouges indiquent une 
régulation négative. Les interactions directes et indirectes sont indiquées par des lignes continues et des lignes 
en pointillés, respectivement. 
 
De façon plus surprenante, nos résultats ont révélé que LytSR pourrait être impliqué dans la 
régulation de gènes codant des facteurs de virulence putatifs. Il régule négativement un grand 
nombre de gènes codant des protéines membranaires putatives, ainsi que des protéines ancrées 
de façon covalente à la paroi comme les protéines putatives Sls (SlsB et SlsC) (Heilbronner et 
al., 2011) ou la protéine majeure de liaison au fibrinogène Fbl de S. lugdunensis (Marlinghaus 
et al., 2012).  
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En outre, les gènes sstABD codant des protéines putatives impliquées dans la capture du fer 
sont régulés négativement par LytSR. Il a été décrit que les staphylocoques peuvent utiliser à 
la fois les catéchols et les catécholamines comme source de fer via ce transporteur ABC 
SstABCD, qui participe ainsi à la survie et à la virulence des staphylocoques (Beasley et al., 
2011).  
Parmi les gènes présumés impliqués dans la virulence régulés positivement par lytSR, on trouve 
des gènes codant des protéines exportées putatives. En particulier, l’expression des gènes atlL 
codant l'autolysine bifuntionnelle AtlL (Gibert et al., 2014) et SLUG_11580 codant une 
autolysine putative, est diminuée dans le mutant ΔlytSR. Cependant, notre étude n'a montré 
aucune implication de LytSR dans l'autolyse induite par le Triton X-100, suggérant que d'autres 
systèmes pourraient être impliqués dans le contrôle de l’autolyse chez S. lugdunensis.  
Fait intéressant, des gènes codant le système de sécrétion putatif de type VII (essB, esaB et 
essA) de S. lugdunensis sont également régulés positivement par LytSR. Ces gènes ont été 
décrits par Warne et al. comme homologues à ceux de S. aureus. Ce système de sécrétion joue 
un rôle dans l'excrétion de protéines extracellulaires à travers les membranes cellulaires de  
S. aureus et a été associé à la virulence, particulièrement à la formation d’abcès (Warne et al., 
2016).  
Plusieurs autres gènes homologues de gènes codant des facteurs de virulence cez d’autres 
espèces de staphylocoques se sont avérés être régulés positivement par LytSR : les protéines de 
la famille protéase amino-terminale CAAX décrites comme des métalloprotéases putativement 
liées à la membrane (Pei and Grishin, 2001), le précurseur du staphylococcal secretory antigen 
SsaA qui serait impliqué dans les infections associées au biofilm chez S. epidermidis (Lang et 
al., 2000), ou la peptide méthionine sulfoxyde réductase MsrA impliquée dans la tolérance au 
stress oxydant et la virulence chez S. aureus (Singh et al., 2015, 2018).  
Fait à noter, mis à part atlL, aucun gène décrit comme impliqué dans la formation de biofilm 
chez S. lugdunensis, tel que isdC (Missineo et al., 2014) ou comEB (Rajendran et al., 2015), ne 
semble être régulés positivement par LytSR. La diminution de la capacité de la souche ΔlytSR 
à former du biofilm pourrait donc être liée à la régulation négative des gènes atllL (Gibert et 
al., 2014) ou ssaA (Lang et al., 2000; Resch et al., 2005), ou être liée indirectement à l'état 
métabolique altéré des cellules.  
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Enfin, il a été démontré que LytSR contrôle l’expression de plusieurs autres régulateurs de la 
transcription, positivement (famille SarA) et négativement (familles IclR, MerR et GntR). Ces 
régulateurs sont décrits chez d’autres espèces bactériennes comme impliqués dans le contrôle 
d’une grande diversité de processus métaboliques et dans la virulence (Jenul and Horswill, 
2018; Rodionov, 2007). Des études complémentaires sont donc nécessaires pour déterminer si 
l'implication de LytSR dans la transcription des gènes décrits ici est directe ou indirecte via une 
interaction avec ces gènes régulateurs. En particulier, des expériences de gel retard pourraient 
être effectuées pour déterminer si le régulateur de réponse LytR se lie directement aux régions 
promotrices des gènes cibles. 
 
Perspectives 
Outres les points déjà évoqués, d’autres perspectives s’offrent à nous pour compléter ce travail. 
En premier lieu, il serait nécessaire d’étudier si LytSR est impliqué dans le contrôle de l’activité 
des muréines hydrolases chez S. lugdunensis, comme cela a été décrit pour d’autres espèces 
(Brunskill and Bayles, 1996a; Zhu et al., 2010). Pour cela, l’analyse qualitative (zymogramme) 
et quantitative de l’activité autolytique des surnageants des souches sauvage et ΔlytSR est 
envisagée. 
En outre, il serait intéressant d’identifier les signaux à l’origine de l’activation de LytSR. Il a 
notamment été montré chez S. aureus que ce système est activé en réponse à une diminution du 
potentiel de membrane (force proton motrice) (Patton et al., 2006). Ainsi, l'expression des gènes 
lrgAB pourra être analysée par qRT-PCR à partir de cultures des souches S. lugdunensis 
sauvage et ΔlytSR exposées à de la gramicidine et à du cyanure de carbonyle m-
chlorophénylhydrazone (CCCP), agents antimicrobiens dissipant le ΔpH et le potentiel 
membranaire Δψ. 
Enfin, la caractérisation d’autres systèmes régulateurs permettra d’appréhender 
l’interconnexion des réseaux de régulation modulant la virulence de S. lugdunensis. 
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Partie 3 : Epidémiologie moléculaire au sein du 
genre Staphylococcus 
 
Le typage moléculaire bactérien est au cœur de l’épidémiologie des maladies infectieuses. Il est 
en effet essentiel pour comprendre les voies et sources de transmission de bactéries virulentes 
et/ou résistantes provoquant des épidémies, pour en détecter l’émergence, en prévenir la 
transmission et en déterminer la distribution mondiale. Il peut également être appliqué à la 
recherche fondamentale, notamment à l’étude des structures des populations bactériennes et 
l’étude de la diversité génétique microbienne dans divers écosystèmes (Hallin et al., 2012). 
 
1. Généralités  
1.1. Objectifs du typage bactérien 
Le typage consiste en la distinction de différents isolats bactériens au sein d’une même espèce. 
La question posée est de savoir si ces isolats appartiennent à un même clone, c’est-à-dire s’ils 
sont issus d'un ancêtre commun sur une période donnée (van Belkum et al., 2007). Les méthodes 
traditionnelles basées sur le phénotype, comme le sérotype ou le biotype, ont été utilisées 
pendant de nombreuses années, mais manquent de fiabilité.  
Des méthodes plus récentes examinant la relation entre isolats au niveau moléculaire ont 
révolutionné la capacité à différencier les souches bactériennes. Certaines de ces méthodes 
moléculaires permettent en outre l’étude de la structure des populations bactériennes et leur 
dynamique. Ces méthodes de génotypage peuvent être classés en trois grands groupes (Li et al., 
2009b):  
(1) les méthodes basées sur la comparaison de profils de bandes d’ADN, qui classent les 
bactéries en fonction de la taille de fragments générés par amplification et / ou digestion 
enzymatique de l’ADN, 
(2)  les méthodes basées sur le séquençage de l’ADN (d'un seul locus, de plusieurs loci, ou 
du génome entier), qui classent les bactéries en fonction du polymorphisme des séquences 
nucléotidiques,   
(3) les méthodes basées sur l'hybridation de l'ADN utilisant des sondes nucléotidiques. 
 
Il est classique de distinguer, en fonction des problématiques, deux types d’analyses 
épidémiologiques : 
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Epidémiologie locale ou micro-épidémiologie  
Les études micro-épidémiologiques sont réalisées à un niveau local (dans un hôpital par 
exemple) lors d’enquêtes au cours d’épidémies bactériennes. Une épidémie peut être définie 
comme une augmentation temporelle de l'incidence de l'infection (ou de la colonisation) par 
une espèce bactérienne, causée par la transmission accrue d'une souche (ou d’un support tel un 
plasmide) particulière. Dans ce contexte, les méthodes de typage sont appliquées pour générer 
et tester des hypothèses. Les objectifs sont de définir la relation entre les isolats suspects 
d’appartenir à la même chaîne de transmission, de confirmer ou non l’état épidémique, et 
d’aider à identifier la ou les sources de contamination et la voie de transmission. Des isolats qui 
ont des génotypes identiques sont plus susceptibles d'être issus d'une source commune que ceux 
avec des génotypes différents. Ce concept constitue la base de l'application du typage 
moléculaire pour la surveillance et la prévention des épidémies (van Belkum et al., 2007).  
Les techniques utilisées lors de ces enquêtes doivent avoir le pouvoir discriminant nécessaire 
pour distinguer les isolats épidémiologiquement indépendants, même très proches 
phylogénétiquement. Elles doivent également être rapides, peu coûteuses, reproductibles et 
faciles d’interprétation. Elles reposaient initialement sur la comparaison de profils de bandes 
générées par clivage de l'ADN à l'aide d'enzymes de restriction comme la PFGE, et aujourd’hui 
plus volontiers sur l’amplification comme la multiple-locus variable number tandem repeats 
analysis (MLVA) (Sabat et al., 2013). 
La PFGE a longtemps été considérée comme le « gold standard » pour typer un grand nombre 
d’espèces bactériennes d’importance médicale (McDougal et al., 2003; Tosh et al., 2011; Yu et 
al., 2012). Elle consiste en la digestion du chromosome bactérien par des enzymes de restriction 
à sites de coupure rares, suivie d’une séparation des fragments générés par électrophorèse en 
champ pulsé. L’analyse des profils définit des pulsotypes qui sont comparés entre isolats d’une 
même espèce. Cette méthode, très discriminante et relativement peu coûteuse, présente les 
inconvénients de nécessiter un temps technique important et de produire des données non 
facilement exportables entre laboratoires. Cependant, une standardisation des protocoles et de 
l’interprétation des résultats a permis à cette méthode de garder une place au sein de réseaux de 
laboratoires référents, pour la surveillance et l'investigation des épidémies d'origine alimentaire 
par exemple (https://www.cdc.gov/pulsenet/what-pulsenet-does.html) (Sabat et al., 2013). 
La MLVA repose sur l’analyse du polymorphisme du nombre de répétitions de plusieurs loci 
de séquences répétées en tandem (cf paragraphe 2.3). Cette technique présente les avantages de 
rapidité d’exécution et d’interprétation facile grâce aux nouvelles technologies. 
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Epidémiologie globale ou macro-épidémiologie et étude de la génétique des populations 
bactériennes  
Le typage bactérien peut être mis en oeuvre pour une surveillance épidémiologique à plus long 
terme et à une échelle internationale, dans l’objectif d’étudier la distribution des clones et 
potentiellement de mettre en évidence des clones émergents (Hallin et al., 2012), mais 
également dans le but de déterminer la structure de population d’une espèce bactérienne et son 
mode d’évolution génomique pour en déduire des hypothèses phylogénétiques sur l’évolution 
des micro-organismes et sur leurs liens de parenté (Smith et al., 1993).  
Les méthodes utilisées doivent alors produire des résultats ayant une stabilité suffisante dans le 
temps, c’est-à-dire reposer sur des marqueurs évoluant plus lentement. De plus, elles doivent 
produire des données non-ambiguës et exportables pour des comparaisons entre laboratoires, 
facilement accessibles via une base de données en ligne, et s'appuyer sur une nomenclature 
normalisée au niveau international (Sabat et al., 2013).  
La technique de MLST, reposant sur des données de séquences nucléotidiques, répond 
parfaitement à ces critères (cf paragraphe 2.1) (Maiden, 2006). Elle est devenue la méthode de 
référence dans ce domaine jusqu’à l’avènement de la technologie de séquençage à haut débit 
de génomes complets (next generation sequencing [NGS]). 
 
1.2. Validation d’une méthode de typage 
Avant qu’une méthode de typage ne soit utilisée dans une situation donnée, elle doit avoir été 
évaluée et validée par rapport à un certain nombre de critères, décrits par van Belkum et al. en 
2007 (van Belkum et al., 2007). Plusieurs critères de performance clés doivent tout d’abord être 
évalués à l'aide d'un groupe d'isolats pertinents d’un point de vue épidémiologique, provenant 
de régions géographiques aussi diverses que celles où la méthode sera appliquée.  
Ces critères de performance sont : 
- La stabilité, le marqueur utilisé doit rester stable pendant la période de l’étude. Idéalement, 
cette stabilité doit être étudiée in vivo, mais dans la plupart des cas elle est évaluée in vitro 
en laboratoire par l’analyse de la stabilité des profils obtenus à partir de multiples 
subcultures d’une souche. Un marqueur peut également être considéré comme stable si 
plusieurs isolats d'une souche épidémique obtenus auprès de patients différents à des 
intervalles de temps différents ne peuvent pas être distingués par ce marqueur. 
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- La typabilité, qui est définie par la capacité à obtenir un résultat non ambigu pour chaque 
isolat analysé. Elle est caractérisée par le pourcentage d’isolats typables parmi la totalité 
des isolats analysés ; elle est idéalement de 100%. 
- La reproductibilité, définie par la capacité de la méthode à attribuer le même type à un 
isolat indépendamment des changements d’opérateurs, de lieux et de temps. Elle peut être 
influencée par de nombreux paramètres impliqués dans le protocole de typage, y compris 
l'interprétation des résultats. La reproductibilité a des dimensions intra-laboratoires mais 
également inter-laboratoires, essentielles pour permettre l’échange de données. Cela 
implique l’adoption de protocoles standardisés et une formation adéquate du personnel. 
- Le pouvoir discriminant, défini par la capacité d’une méthode à attribuer un type différent 
à deux souches non apparentées épidémiologiquement échantillonnées de manière aléatoire 
à partir de la population d’une espèce donnée. Il peut être évalué par le calcul de l’indice 
de diversité de Simpson (DI), modifié par Hunter et Gaston, associé au calcul d’un 
intervalle de confiance (Hunter and Gaston, 1988). L’indice est idéalement de 1,00 
(probabilité que deux isolats non épidémiologiquement apparentés choisis au hasard dans 
la population appartiennent à des types différents égale à 100%), mais dans la pratique il 
se doit d’être au moins de l’ordre de 0,95 (probabilité d’erreur ≤ 5%). Le DI permet de 
pouvoir comparer le pouvoir discriminant de plusieurs méthodes de typage. Ce paramètre 
dépend de la diversité génétique au sein de l’espèce. En effet, certaines espèces dérivant 
d’un faible nombre de clones rendent les souches responsables d’épidémies 
indifférenciables des souches sporadiques, quelle que soit la technique utilisée (sauf par la 
méthode NGS).  
- La concordance épidémiologique,  les isolats épidémiologiquement apparentés (collectés 
de différents patients au cours d'une épidémie présumée à une seule souche, ou obtenus 
d’un même patient sur une période relativement courte) doivent présenter des types 
identiques ou apparentés.  
 
Des critères supplémentaires pour évaluer la faisabilité de la méthode incluent sa rapidité de 
mise en oeuvre, son coût, sa facilité d'utilisation (besoin de personnel expérimenté ou non), 
l'objectivité des résultats et leur exportabilité (van Belkum et al., 2007). Ces deux derniers 
critères deviennent de plus en plus importants du fait de la nécessité croissante d'échanger des 
données entre laboratoires au niveau mondial. 
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1.3. Applications phylogénétiques des méthodes de génotypage 
Les génomes bactériens sont remarquablement stables d’une génération à l’autre, mais sont 
plastiques à l’échelle évolutive du temps (Darmon and Leach, 2014). Cette plasticité génomique 
permet aux bactéries de faire face à l'évolution des conditions environnementales, guidée par la 
dérive génétique et la sélection naturelle (Hershberg, 2015). 
Les deux grands mécanismes à l’origine de la diversité génétique bactérienne sont les mutations 
ponctuelles (single-nucleotide polymorphisms [SNPs]) et la recombinaison homologue suite à 
des transferts horizontaux de gènes (par transformation, conjugaison ou transduction), qui peut 
concerner des fragments plus ou moins grands d’ADN.  
Cependant, l'instabilité du génome peut également résulter de réarrangements génomiques tels 
que des délétions, des insertions, des excisions, des duplications ou des translocations médiés 
par divers mécanismes (Darmon and Leach, 2014): 
- Des phénomènes de recombinaison dus à des séquences répétées au sein du chromosome. 
- Des éléments génétiques « spécialisés » :  
o éléments mobiles : séquences d’insertion (IS), éléments transposables miniatures à 
répétition inversée (MITE), repetitive extragenic palindromic (REP) sequences, 
bacterial interspersed mosaic elements (BIME), transposons et îlots génomiques,  
o introns et intégrons, 
o éléments génétiques qui contrôlent la stabilité des éléments mobiles: les systèmes 
toxines/antitoxines, de restriction-modification et les CRISPR-Cas. 
Il est intéressant de noter que ni le mécanisme ni la fréquence à l’origine de ces polymorphismes 
génétiques ne sont répartis de manière aléatoire sur le génome, et certaines séquences d’ADN 
sont considérées comme des points chauds mutationnels (Zhou et al., 2014). Les méthodes de 
typage pourront alors reposer sur des marqueurs présentant une évolution génétique 
différente (Hallin et al., 2012): 
- Marqueurs évoluant rapidement comme les séquences répétées en tandem analysées par 
MLVA, plutôt utilisés au cours des analyses micro-épidémiologiques. 
- Marqueurs évoluant plus lentement comme les SNPs des gènes domestiques analysés par 
la MLST, soumis généralement à une forte pression de sélection négative. Ces marqueurs 
sont pertinents pour les études macro-épidémiologiques, leur stabilité permettant de 
comparer des génotypes à une échelle mondiale et à long terme.  
 
Epidémiologie moléculaire au sein du genre Staphylococcus 
 116
Sont décrites brièvement ci-après les principales applications des méthodes de génotypage. 
 
1.3.1. Génétique des populations 
La vitesse évolutive, la diversité de l’espèce et la structure génétique de la population diffèrent 
largement parmi les agents pathogènes bactériens humains (Hallin et al., 2012). L’étude des 
structures de populations s’effectue par estimation de la fréquence avec laquelle les génomes 
bactériens sont soumis aux transferts horizontaux de gènes, afin d’évaluer si une espèce évolue 
plutôt par accumulation de mutations ponctuelles ou plutôt par des évènements de 
recombinaison. Cette estimation est complexe et souvent contreversée ; elle doit ainsi s’appuyer 
sur un faisceau d’arguments, dont certains sont décrits ci-dessous (Feil and Spratt, 2001). 
Calcul de l’index d’association (Ia) 
Smith et al. en 1993 ont développé un test statistique pour déterminer la structure de population 
bactérienne à partir des données générées par multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) chez 
différentes espèces (Smith et al., 1993). Ce test statistique, appelé index d’association (Ia) 
évalue les associations entre les allèles des différents loci et mesure ainsi le déséquilibre de 
liaison entre les allèles : 
- une valeur d'Ia  non significativement différente de zéro indique une association aléatoire 
entre les loci (équilibre de liaison), et donc des événements de recombinaison fréquents 
au sein de l’espèce,  
- alors qu’une valeur d'Ia significativement supérieure à zéro indique une association non 
aléatoire entre les loci (déséquilibre de liaison), et donc que le phénomène de 
recombinaison est rare voir absent.  
 
Construction d’arbres phylogénétiques 
La comparaison d’arbres phylogénétiques obtenus à partir de l’analyse de différents gènes 
permet également de déterminer si l’évolution est strictement mutationnelle ou s'il existe une 
recombinaison (Feil and Spratt, 2001). La construction de ces arbres repose sur différentes 
méthodes de calcul, dont les plus utilisées sont celles basées sur les distances comme les 
méthodes de neighbor-joining, d’unweighted pair-group method with arithmetic averages 
(UPGMA) ou de minimum spanning tree.  
Si la recombinaison est absente, l'historique de l'évolution de chaque gène est identique, et les 
arbres construits à partir des différents gènes sont congruents, c’est-à-dire que les isolats seront 
regroupés dans les mêmes clusters quels que soient les loci (Figure 49). Si les isolats sont au 
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contraire regroupés dans des clusters différents selon les loci, cette non-congruence est 
révélatrice d'un historique de recombinaison (Feil and Spratt, 2001). 
 
 
Figure 49. Dendrogrammes montrant les relations génétiques de 72 isolats de Clostridium difficile basés 
sur les séquences alléliques des six loci individuels utilisés pour le développement d’un schéma 
multilocus sequence typing (MLST) (Lemee et al., 2004). Les dendrogrammes individuels des six loci sont 
congruents, en faveur d’une évolution mutationnelle de l’espèce. Les chiffres à côté des accolades 
représentent le nombre d’isolats dans les clusters.  
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De la compréhension de cette structure de population bactérienne découle ensuite la sélection 
des méthodes de typage appropriées (Spratt and Maiden, 1999). Par exemple, une même 
technique de typage peut s'avérer extrêmement discriminante lorsqu'elle est appliquée à une 
espèce panmictique, mais pas assez discriminante lorsqu'elle est appliquée à une espèce 
hautement clonale. 
 
Ratio dN/dS  
Le choix des gènes dans les analyses phylogénétiques est crucial, et la probabilité d'observer 
des polymorphismes génétiques dans un petit échantillon d'isolats bactériens dépend de la 
vitesse à laquelle ces polymorphismes se produisent, mais également des forces de sélection 
exercée sur ces loci (Feil and Spratt, 2001). 
Les substitutions nucléotidiques dans les gènes codant des protéines peuvent être synonymes 
(ou silencieuses) c’est-à-dire de pas induire de changement en acide aminé, ou non synonymes 
induisant des changements en acide aminé. La plupart des modifications non synonymes sont 
éliminées, mais dans certaines conditions la sélection naturelle peut conduire à leur 
conservation. Le calcul du ratio du nombre de substitutions non synonymes (dN) sur le nombre 
de celles synonymes (dS) au sein d’un gène permet ainsi d’évaluer le degré de sélection exercé 
sur la protéine (Nei and Gojobori, 1986).  
Le rapport dN/dS peut alors être interprété comme suit (Rocha et al., 2006): 
- < 1 : correspond à une sélection négative (ou « purificatrice »), la sélection naturelle 
supprimant les susbtitutions non synonymes, souvent en lien avec les contraintes 
biologiques fonctionnelles de la protéine associée, 
- > 1 : correspond à une sélection positive, la sélection naturelle favorisant certaines 
substitutions non silencieuses, 
- = 1 : correspond à une sélection neutre. 
 
1.3.2. Phylogénie de la virulence 
Le typage bactérien, et en particulier la MLST, a largement été utilisé pour rechercher des 
lignées spécifiques d’hôtes ou associées à certains types d’infections, comme des infections 
invasives ou particulièrement sévères. Il a ainsi été montré que les souches de portage 
asymptomatique de N. meningitidis sont beaucoup plus diversifiées que les souches 
responsables d’infection invasive, et qu’il existe des clones dits « hypervirulents » (Jolley et al., 
2000). Chez Streptococcus agalactiae, le clone de sequence type (ST) 17 défini par MLST est 
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associé aux méningites néonatales (Jones et al., 2006), alors que chez Escherichia coli le ST131 
est la lignée prédominante mondiale associée aux infections extra-intestinales (Nicolas-
Chanoine et al., 2014). 
 
1.3.3. Phylogénie de la résistance aux antibiotiques 
L’utilisation de diverses techniques de typage à une échelle nationale et internationale permet 
également de mettre en évidence l’émergence et la diffusion de clones résistants aux 
antibiotiques. Il est ainsi apparu qu’un groupe de clones d’Enterococcus faecium très prévalents 
en milieu hospitalier au niveau international, appartenant au complexe clonal 17, est caractérisé 
par une résistance de haut niveau à l’amoxicilline et aux fluoroquinolones, et plus récemment 
à la vancomycine (Lee et al., 2019). Les méthodes de typage ont également été appliquées à 
l'étude de l'épidémiologie moléculaire des clones de S. aureus résistants à la méticilline 
(MRSA), et ont permis de mieux comprendre l'origine et la propagation de ces clones (Lakhundi 
and Zhang, 2018) (cf paragraphes suivants).  
 
À ce jour, de nombreuses méthodes moléculaires existent pour caractériser les isolats bactériens 
appartenant à différentes espèces. Chacune est caractérisée par des critères de performance qui 
lui sont propres, et aucune d'entre elles n’est universellement applicable (Tableau 7).  Par 
conséquent, le choix d'une méthode dans une situation donnée dépendra de deux paramètres 
principaux: (1) la structure de la population de l'espèce bactérienne à typer et (2) l'échelle 
spatiale et temporelle de l’étude épidémiologique (van Belkum et al., 2007; Hallin et al., 2012). 
 
 
Tableau 7. Comparaison des performances de différentes méthodes de génotypage (Hallin et al., 2012). 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), MultiLocus 
Variable Number of Tandem Repeat Analysis (MLVA), Single Locus Sequencing Typing (SLST), MultiLocus 
Sequence Typing (MLST), Single Nucleotide Polymorphism (SNP). 
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2. Méthodes de génotypage développées au sein du genre Staphylococcus 
Nous décrirons ici l’application des méthodes de génotypage au sein du genre Staphylococcus 
en développant plus particulièrement : 
(1) les deux méthodes moléculaires qui ont été préalablement mises en oeuvre pour 
caractériser l’espèce S. lugdunensis, à savoir la MLST et la multi-virulence locus 
sequence typing (MVLST),  
(2) les bases moléculaires sur lesquelles reposent les méthodes que nous avons développées 
au cours de notre travail, à savoir la MLVA, la tandem repeat sequence typing (TRST) 
et la méthode de single locus sequence typing (SLST), le fbl-typing. 
 
2.1. Multilocus sequence typing (MLST) 
2.1.1. Généralités 
La technique de MLST est une méthode dérivée d'une ancienne technique de typage 
phénotypique, la MLEE. Cette dernière reposait sur l’analyse des différences de migration 
électrophorétique d’enzymes codées par différents allèles d’un gène domestique donné (Maiden 
et al., 1998).  
L’analyse MLST est une méthode basée sur la variation de la séquence nucléotidique de gènes 
domestiques (généralement sept) idéalement répartis sur le chromosome bactérien. Elle consiste 
à analyser le polymorphisme de fragments internes d'environ 450 à 500 pb de chaque gène, 
ceux-ci pouvant être séquencés avec précision sur les deux brins (Enright and Spratt, 1999; 
Maiden et al., 1998).  
Chaque séquence de gènes correspond à un allèle (défini par un nombre arbitraire), et la 
combinaison des allèles permet de définir un profil allélique, ou ST (Figure 51). Chaque isolat 
d'une espèce est donc caractérisé par son ST, correspondant à une série de sept nombres entiers. 
Les événements génétiques donnant lieu à un nouvel allèle peuvent être par exemple une 
mutation ponctuelle ou un phénomène de recombinaison homologue, mais aucune pondération 
n'est appliquée pour refléter le nombre de différences nucléotidiques entre les allèles. 
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Figure 51. Principe général de la technique de typage multilocus sequence typing (MLST). Les fragments 
internes de sept gènes de ménage répartis sur le chromosome bactérien sont amplifiés et séquencés 
individuellement. Chaque séquence correspond à un allèle et la combinaison des allèles permet de définir un 
profil allélique à sept chiffres ou sequence type (ST) (http://beta.mlst.net/Instructions/default.html). 
 
Les STs peuvent ensuite être regroupés en complexes clonaux (CCs). La première stratégie de 
regroupement repose sur la construction de dendrogrammes, qui constituent un moyen 
d’identifier des isolats dont le génotype est étroitement apparenté et qui peuvent ainsi être 
attribués au même complexe clonal. Cependant, ces dendrogrammes ne fournissent aucune 
information sur les modèles de descendance évolutive des isolats au sein d’un CC (Feil et al., 
1999). 
Plus récemment, a été développé l’algorithme eBURST, qui utilise un modèle simple 
d’évolution bactérienne, dans lequel un génotype ancestral (ou fondateur) est de plus en plus 
fréquent au sein d’une population (en conséquence d'un avantage de fitness ou d'une dérive 
génétique aléatoire) et se diversifie progressivement pour produire un groupe de génotypes 
apparentés regroupés au sein d’un CC (Feil et al., 2004). La définition des CCs peut varier selon 
les études, mais la plus admise est que chaque CC rassemble tous les STs présentant cinq loci 
identiques sur les sept. La représentation s’affiche sous forme d’un diagramme radial centré sur 
le ST ancestral, et les CCs sont en général nommés d’après ce ST présumé fondateur (ex : CC8 
nommé après identification du ST8 en tant que fondateur présumé) (Figure 52). Au sein d’un 
CC, les isolats ne différant que par un seul des sept loci sont appelés single locus variants 
(SLVs), et ceux différant par deux loci sont appelés double locus variants (DLVs) (Feil et al., 
2004). L’assignement de ces CCs est facilité par l’utilisation d’outils en ligne 
(http://eburst.mlst.net/).  
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Il est à noter que les grands CCs peuvent également contenir des sous-groupes et donc des 
fondateurs de sous-groupes. Par exemple, un variant SLV du génotype ancestral peut avoir 
augmenté en fréquence et s’être diversifié pour générer un certain nombre de ses propres SLVs 
(Figure 52). La définition la plus admise de ces fondateurs de sous-groupe est qu’ils présentent 
au moins trois liens vers d'autres STs, y compris le lien vers l’ancêtre supposé (Feil et al., 2004).  
 
Figure 52. Représentation de la population de S. aureus définie par analyse multilocus sequence typing 
(MLST) sous la forme d’un diagramme eBURST (Feil et al., 2004). La totalité de la base de données 
MLST de S. aureus au moment de l’étude (2004) est affichée sous la forme d’un diagramme eBURST, où 
chaque rond représente un sequence type (ST). Les grappes de STs associés par des traits correspondent à 
des complexes clonaux (CCs). Les STs présumés fondateurs (en bleu) sont positionnés de manière centrale 
dans le CC, et les STs fondateurs de sous-groupes sont en jaune. Les principaux STs sont indiqués par des 
flèches en pointillés. 
 
Le principal avantage de la MLST repose sur la production de données hautement reproductible 
non ambiguë, grâce à une nomenclature normalisée au niveau international (Maiden, 2006). 
Ainsi, les profils alléliques des isolats peuvent facilement être comparés à ceux d'une base de 
données centrale en ligne, comme la base PubMLST hébergée par l’Université d’Oxford 
(https://pubmlst.org/databases.shtml) ou la base MLST hébergée par l’Institut Pasteur 
(https://bigsdb.pasteur.fr/).  
Des inconvénients peuvent cependant être soulevés, notamment l’accessibilité limitée à cette 
méthode pour certains laboratoires du fait de la lourdeur de la technique et de son coût élevé lié 
au séquençage Sanger de plusieurs loci (Sabat et al., 2013). 
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La technique de MLST, initialement développée en 1998 chez N. meningitidis (Feil et al., 1999; 
Maiden et al., 1998), a ensuite été appliquée à de nombreux agents pathogènes. C’est la méthode 
de choix actuelle pour effectuer des études de dynamique des populations bactériennes, les 
gènes cibles étant d’évolution lente. Les bases de données en ligne offrent en outre une vue 
complète et continuellement mise à jour de l'épidémiologie mondiale et sur le long terme. Son 
implication semble plus limitée dans des études d’épidémiologie locale, les polymorphismes 
ciblés pouvant ne pas être suffisamment discriminants (Maiden, 2006).  
 
2.1.2. MLST et S. aureus 
Développement du schéma MLST chez S. aureus 
En 2000, un schéma de MLST a été développé et validé pour S. aureus, par comparaison à la 
PFGE (Enright et al., 2000). Il s’est montré hautement discriminant et concordant avec la PFGE, 
des isolats de même ST produisant des profils de restriction très similaires. Cette étude princeps 
a permis de regrouper les isolats de MSSA et de MRSA en des clones distincts. La majorité des 
isolats de MSSA appartenait en effet au ST30, alors que la majorité des isolats de MRSA 
appartenait au ST36, dont le clone épidémique au sein des hôpitaux britanniques, EMRSA-16 
(Enright et al., 2000). 
 
MLST et étude de la structure de population de S. aureus 
Par la suite, l’analyse phylogénétique Bayésienne des données de MLST a mis en évidence une 
structure de population de S. aureus fortement clonale. L'analyse de la diversification au sein 
des CCs suggérait que les mutations ponctuelles donnaient lieu à de nouveaux allèles au moins 
15 fois plus fréquemment que la recombinaison (Feil et al., 2003). Ceci contraste avec les 
espèces naturellement transformables N. meningitidis et S. pneumoniae, pour lesquelles les 
allèles changent entre cinq et dix fois plus fréquemment par recombinaison que par mutation 
(Feil et al., 2000). Ainsi, bien que la recombinaison homologue contribue à l'évolution de S. 
aureus à long terme, ce phénomène a un impact négligeable sur la diversification du core-
genome de cette espèce (Feil et al., 2003; Turner and Feil, 2007). 
 
Données épidémiologiques générées par MLST chez S. aureus 
Depuis la publication d'Enright et al., la MLST a été largement utilisée pour étudier l'évolution 
et la dynamique de population de S. aureus et effectuer un suivi épidémiologique mondial 
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(Lakhundi and Zhang, 2018). A ce jour, la base de données MLST en ligne de S. aureus 
répertorie 5349 STs (https://pubmlst.org/saureus/).  
Bien que la MLST soit un outil précieux pour étudier la structure de population de S. aureus, 
les gènes de ménage analysés ne permettent pas d’identifier de lignées virulentes au sein de 
l’espèce. Par exemple, Feil et al. n’ont mis en évidence aucune différence significative dans la 
distribution des STs entre les souches isolées des porteurs sains et celles des patients atteints 
d'une infection (Feil et al., 2003). Ce phénomène peut être expliqué par le fait que les facteurs 
de virulence de S. aureus sont souvent codés par des éléments génétique mobiles, et ne sont 
donc pas explorés par MLST  (Lindsay, 2010).  
En revanche, la MLST combinée au  typage SCCmec a fourni des informations importantes sur 
les relations évolutives entre les souches internationales de MRSA (Robinson and Enright, 
2003). Ces méthodes ont notamment validé les données antérieures de PFGE, selon lesquelles 
la propagation des MRSA est principalement due à l’expansion clonale d’un nombre limité de 
lignées.  
 
o Modèle évolutif  de l’émergence et de la propagation des souches de MRSA 
Les MRSA ont tout d’abord disséminé en milieu hospitalier (hospital-acquired/associated 
MRSA [HA-MRSA]) à partir des années 1960, puis en milieu communautaire (community-
acquired/associated [CA-MRSA]) dans les années 1990, et enfin ont été associés au bétail 
(livestock-associated [LA-MRSA]) dans les années 2000 (Stefani et al., 2012).  
Des modèles ont montré que différentes cassettes SCCmec ont été acquises dans seulement 20 
lignées différentes de MSSA épidémiques, et que leur transfert horizontal entre souches de  
S. aureus est un événement peu fréquent (Robinson and Enright, 2003). Sous la pression 
sélective des antibiotiques, ces cassettes SCCmec ont été maintenues dans certaines lignées, qui 
se sont propagées au niveau mondial. Bien que la répartition géographique diffère grandement 
entre les pays et les continents, cinq complexes clonaux ont été identifiés comme associés à ces 
clones pandémiques de MRSA: CC5, CC8  (dont le sous-groupe CC8-ST239), CC22, CC30 et 
CC45 (Figure 53) (Enright et al., 2002; Robinson and Enright, 2003).  
Des études ont montré que les lignées des MSSA sont au contraire plus hétéroclonales que 
celles des MRSA, comportant une grande diversité de STs/CCs (Grundmann et al., 2010; 
Strommenger et al., 2008). En effet, bien que les CCs majoritaires identifiés chez les clones 
pandémiques de MRSA soient également prévalents chez les souches de MSSA, plusieurs 
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lignées de MSSA ont été observées dans le monde avec un fond génétique différent, tels que 
les CC7, CC9, CC12, CC15, CC25, CC51 et CC101 (Deurenberg and Stobberingh, 2008). 
 
o Comparaison des souches de HA-MRSA et CA-MRSA 
De façon intéressante, les souches communautaires de CA-MRSA ont évolué indépendamment 
des souches hospitalières, et diffèrent ainsi phénotypiquement et génotypiquement. Alors que 
les isolats de HA-MRSA appartiennent à deux clones proches phylogénétiquement et 
dominants à travers le monde (CC5 et CC8), les clones de CA-MRSA sont au contraire plus 
divers, répartis dans différents CCs non proches phylogénétiquement (Lakhundi and Zhang, 
2018). 
Les infections par les HA-MRSA sont par exemple principalement associées aux Etats-Unis au 
clone USA100 (ST5, CC5) et au Royaume-Uni aux clones EMRSA-15 (ST22, CC22) et 
EMRSA-16 (ST36, CC30) (Figure 53). 
Concernant les infections par les CA-MRSA, le clone USA300 (ST8, CC8) est principalement 
retrouvé aux Etats-Unis (McDougal et al., 2003; O’Hara et al., 2016). Ce clone est de plus 
associé au SCCmec de type IV et à la présence du gène codant la PVL. Les souches appartenant 
au clone USA300 sont majoritairement responsables  d’IPTM, mais peuvent également causer 
des infections plus sévères comme des pneumonies nécrosantes chez les enfants et l’adulte 
jeune en bonne santé, en lien avec la production de la PVL (Elston, 2007; Gillet et al., 2007). 
Ce clone n’a cependant pas diffusé en Europe. En effet, les infections à CA-MRSA en Europe 
n’ont pas la même place qu’aux Etats-Unis, et sont causées par des clones plus divers (le ST80, 
CC80 étant le clone prédominant) (Figure 53) (Lakhundi and Zhang, 2018).  
Des études ont cependant mis en évidence le fait que les clones de CA-MRSA diffusent 
désormais également à l’hôpital, comme le ST8 (USA300) (Otter and French, 2011). 
 
o Emergence des souches de LA-MRSA  
Les souches de MRSA isolées chez les animaux d’élevage (porcs et bovins) sont génétiquement 
distinctes des souches humaines. Elles appartiennent majoritairement au ST398, CC398 (Figure 
53) (Witte et al., 2007). Ce clone est le plus répandu dans le monde, mais sa prévalence varie 
géographiquement. C’est ainsi le clone prédominant en Europe et en Amérique du Nord, et il a 
été détecté de façon sporadique en Asie et en Afrique.  
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Figure 53. Diversité génétique définie par multilocus sequence typing de la population mondiale des 
souches de S. aureus résistantes à la méticilline (MRSA) (Lakhundi and Zhang, 2018). (A) Principaux 
sequences types (STs) et SCCmec types associés dans chaque continent ou région du monde. En rouge sont 
listés les STs associés aux clones hospitaliers de MRSA, en bleu ceux associés aux clones communautaires 
et en violet ceux associés aux animaux d’élevage. Bien qu'il existe une distribution mondiale des STs, de 
nombreux STs sont associés à une région. Les noms des souches épidémiques prédominantes se trouvent 
dans l’encadré. (B) Représentation de la population de S. aureus sous la forme d’un diagramme eBURST 
(base de données MLST du 31 janvier 2018). Les clones de MRSA décrits en (A) sont entourés avec le même 
code couleur (rouge, bleu et violet), la couleur pêche étant utilisée pour désigner des STs associés à la fois 
aux clones hospitaliers et communautaires. 
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2.1.3. MLST et S. epidermidis 
Trois schémas de MLST ont été publiés pour S. epidermidis (Thomas et al., 2007; Wang, 2003; 
Wisplinghoff et al., 2003), mais le schéma de Thomas et al. est celui qui fait consensus (Thomas 
et al., 2007). Celui-ci est hébergé dans la base PubMLST, et recense actuellement 820 STs 
(https://pubmlst.org/sepidermidis/). 
 
Dans l’étude de Miragaia et al. en 2007, l’analyse MLST de 217 isolats nosocomiaux de  
S. epidermidis  d'origines géographiques et cliniques diverses a montré un niveau élevé de 
diversité génétique de l’espèce (74 STs) (Miragaia et al., 2007). L’algorithme eBURST 
regroupait les STs en neuf CCs et 13 singletons. Il était à noter que le CC2 était très majoritaire 
(74% des isolats) et comprenait un nombre inhabituellement élevé de STs (Figure 54). Ce CC a 
par la suite été divisé en deux sous-groupes, CC2-I et CC2-II (Miragaia et al., 2008).  
 
 
Figure 54. Application de l'algorithme eBURST aux données de multilocus sequence typing (MLST) de 
217 isolats de S. epidermidis  (Miragaia et al., 2007). Chaque rond représente un sequence type (ST), les 
bleus et jaunes correspondent respectivement aux fondateurs des groupes et des sous-groupes. Les grappes 
de STs associés par des traits correspondent à des complexes clonaux (CCs). Le CC2 a été subdivisé en deux 
groupes: le cluster I, comprenant le fondateur du CC (ST2), et le cluster II. 
 
Bien que la valeur de l’Ia (0,29) était en faveur d’une structure de population clonale de l’espèce, 
l’analyse des séquences nucléotidiques des loci montrait que la recombinaison donnait lieu à 
de nouveaux allèles environ deux fois plus souvent que les mutations ponctuelles. Les auteurs 
ont ainsi suggéré une structure épidémique de la population nosocomiale de S. epidermidis, 
qui évolue rapidement grâce à la recombinaison et au transfert fréquent d’éléments génétiques 
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mobiles, y compris la cassette SCCmec qui aurait été acquise au moins 56 fois (Miragaia et al., 
2007).  
La MLST a par la suite confirmé la prévalence du CC2 à travers le monde (Mendes et al., 2012; 
Widerström et al., 2012). En particulier, le ST2, appartenant au groupe CC2-I, représente la 
majorité des isolats mondiaux de S. epidermidis résistants à la méticilline responsables d'IAS 
(Ahlstrand et al., 2014; Li et al., 2009a).  
Dans l’objectif d’affiner la classification des isolats de S. epidermidis, des analyses Bayésiennes 
de regroupement des STs ont par la suite révélé une structure de population caractérisée par six 
clusters (Thomas et al., 2014a; Tolo et al., 2016). De façon intéressante, ces clusters reflètent 
l’écologie de l’espèce, certains étant prédictifs de l’origine hospitalière ou non hospitalière des 
isolats avec une précision de 80%, ou prédictifs du caractère pathogène ou non avec une 
précision de 45%. Par exemple, les isolats appartenant au cluster 5 (qui regroupe les isolats de 
ST2 notamment) sont presque exclusivement d’origine hospitalière, sont multi-résistants aux 
antibiotiques (résistance à la méticilline, la clindamycine, la gentamicine et à l’association 
triméthoprime-sulfamethoxazole), possèdent des marqueurs de virulence (icaA, IS256 et 
sesD/bhp), et présentent une capacité élevée à former du biofilm, suggérant un mode de vie 
adapté à l'environnement hospitalier (Thomas et al., 2014a). 
Plus récemment, a été décrite l’émergence de clones de S. epidermidis résistants au linézolide 
en Grèce et en Allemagne appartenant au ST22 (CC5) (Karavasilis et al., 2015; Layer et al., 
2018).  
 
D’autres schémas de MLST hébergés sur la base de données PubMLST 
(https://pubmlst.org/databases/) ont été décrits pour d’autres espèces de SCN comme  
S. haemolyticus (Cavanagh et al., 2012), S. hominis (Zhang et al., 2013) ou Staphylococcus 
pseudointermedius (Solyman et al., 2013), mais ne seront pas détaillés ici. 
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2.1.4. MLST et S. lugdunensis 
La première méthode moléculaire de typage développée pour l’espèce S. lugdunensis a été la 
PFGE (van der Mee-Marquet et al., 2003). Cette méthode a ensuite été rapidement supplantée 
par la MLST, plus appropriée aux études macro-épidémiologiques et à la détermination de la 
structure de population. 
 
Développement du schéma MLST chez S. lugdunensis 
La MLST a été développée chez S. lugdunensis en 2012 par Chassain et al. (Chassain et al., 
2012). Pour cela, 87 isolats issus de divers contextes cliniques d’infections (IPTM, IOA, 
bactériémies et infections sur matériel) et d’origines géographiques différentes ont été utilisés. 
Les sept gènes sélectionnés pour le schéma MLST étaient : aroE : shikimate dehydrogenase, 
dat : D-amino acid aminotransferase, ddl : D-alanine ligase, gmk : guanylate kinase, ldh : L-
lactate dehydrogenase, recA : recombinase, et yqiL : acetyl-coenzyme A acetyltransferase. 
Le choix de ces gènes domestiques a été basé sur leur utilisation dans les schémas MLST de  
S. aureus (Enright et al., 2000), S. epidermidis (Thomas et al., 2007), Listeria monocytogenes  
(Ragon et al., 2008) et C. difficile (Griffiths et al., 2010; Lemee et al., 2004). Le nombre 
d’allèles pour chaque gène variait de quatre à neuf. Les ratios dN/dS étaient faibles (variant de 
0 à 0,24 selon les gènes), ce qui suggérait que les mutations non-silencieuses étaient éliminées 
par sélection purificatrice.  
Les profils alléliques ont permis la définition de 20 STs regroupés en cinq CCs (Figure 55). Le 
principal CC était le CC1 (n = 29), suivi du CC3 (n = 20) et du CC2 (n = 18). Le polymorphisme 
allélique identifié chez S. lugdunensis apparaissait inférieur à celui de S. aureus (Grundmann 
et al., 2002) et S. epidermidis (Miragaia et al., 2007). Les analyses phylogénétiques ont indiqué 
une évolution principalement mutationnelle des gènes et une structure de population clonale de 
l’espèce. En effet, aucun phénomène de recombinaison n’a été détecté, et le calcul de l’index 
d’association a mis en évidence un déséquilibre de liaison entre les allèles (Ia = 1,88).  
Aucune corrélation n’a été observée entre la distribution des isolats au sein des lignées 
phylogénétiques et le contexte clinique, la production d’une pénicillinase ou encore l’origine 
géographique (Chassain et al., 2012). 
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Figure 55. Dendrogramme montrant les relations génétiques de 87 isolats de S. lugdunensis  basé sur
l’analyse multilocus sequence typing (MLST) (Chassain et al., 2012). L’arbre a été construit en utilisant 
les données des séquences concaténées des sept gènes de ménage et la méthode « neighbor-joining ». Les 
complexes clonaux (CCs) sont représentés par des accolades. L’enracinement du dendrogramme a été établi 
à l’aide de données de séquences homologues de Staphylococcus haemolyticus JCSC1435. L’origine 
géographique des isolats est indiquée par une lettre majuscule: A, Rouen; B, Nantes; C, Nancy; D, 
Bordeaux; E, Montpellier; F, Versailles; G, Louvain (Belgique); et H, Maribor (Slovénie). L’origine 
clinique des souches est indiquée par une abréviation: OA, infection ostéoarticulaire; SST, infection de la 
peau et des tissus mous; M, infection sur matériel; et B, bactériémie.  
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Données épidémiologiques générées par MLST chez S. lugdunensis  
Depuis, quelques autres études ont utilisé la MLST pour le typage de souches cliniques de  
S. lugdunensis. Une première étude, menée par Ho et al. en 2015 (Ho et al., 2015), a analysé 
sur une période de quatre mois des souches d’écouvillonnages nasaux, axillaires et de l'aine 
prélevés chez 252 patients adultes atteints d’insuffisance rénale au stade terminal dans deux 
centres de néphrologie à Hong Kong. Le taux de portage de S. lugdunensis était de 51,6% (137 
isolats correspondant à 130 patients), et le pourcentage d’isolats résistants à l’oxacilline de 
8,3%. Le typage par PFGE des 137 isolats a identifié dix pulsotypes, dont le pulsotype 
majoritaire (nommé HKU1) représentait 51,8% (71/137) des isolats. Dix sept isolats, choisis 
pour être représentatifs des principaux pulsotypes, ont été analysés par MLST. Six STs ont été 
identifiés, dont deux nouveaux. De manière frappante, tous les isolats résistants à l’oxacilline, 
et la plupart de ceux résistants à la gentamicine et à la tétracycline, appartenaient à un clone 
identifié par PFGE (HKU1) et par MLST (ST3, CC3). Les auteurs ont alors postulé que 
l'expansion de ce clone pouvait traduire d’une part une forte capacité de colonisation et de 
transmission nosocomiale, et d’autre part une capacité d’acquisiton de déterminants de 
résistance (Ho et al., 2015). 
La même année, une étude rétrospective a été menée dans un hôpital de Taiwan entre 2003 et 
2013 sur 118 isolats de S. lugdunensis isolés de sites normalement stériles (principalement des 
hémocultures) (Cheng et al., 2015). L’ensemble des isolats a été analysés par PFGE, mettant en 
évidence trois clusters majeurs. Le typage SCCmec mené pour les 35.6% des isolats résistants 
à l’oxacilline a identifié quatre SCCmec types (la moitié appartenait au type V, suivi du II, du 
VT et du IV). Huit isolats appartenant au SCCmec type II ont été sélectionnés pour une analyse 
MLST, qui a permis l’identification d’un clone appartenant au ST6 (CC1), capable de persister 
dans le temps. En effet, ce clone a été isolé de manière continue chez différents patients et dans 
différents services de l’hôpital sur une période de 40 mois. Cette étude rapportait donc la 
possibilité de diffusion d'un clone de S. lugdunensis résistant à l'oxacilline dans un hôpital. 
Cependant, du fait du caractère rétrospectif de l’étude, il était difficile de savoir si ces isolats 
étaient d’origine communautaire ou associée aux soins. 
En 2016, la même équipe a analysé rétrospectivement 129 isolats cliniques de S. lugdunensis 
responsables d’infections communautaires (n = 48) et d’IAS (n = 81) collectés entre 2003 et 
2014 dans un autre hôpital de Taiwan (Yeh et al., 2016). Par analyse MLST, deux CCs majeurs 
ont été identifiés, le CC1 (n = 56) composé de 4 STs, suivi du CC3 (n = 33) composé 
uniquement du ST3. Le ST6, ST ancestral du CC1, était le ST le plus fréquemment retrouvé 
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dans l’étude (n = 40). De façon intéressante, le CC3 était composé d’une proportion 
significativement plus élevée d’isolats d’IAS (33,3%) que d’isolats communautaires (12,5%) 
(P = 0,009), alors que cette différence n’était pas observée pour les autres CCs. De plus, 27 
isolats (20%) étaient résistants à l’oxacilline, provenant presque exclusivement d’IAS. La 
majorité d’entre eux (n = 21) appartenait au ST3 (CC3) (SCCmec type V principalement) et six 
au ST6 (CC1) (SCCmec type II).  
A l’heure actuelle, la base de données MLST de S. lugdunensis hébergée  sur le site Web de 
l’Institut Pasteur (http://bigsdb.pasteur.fr/staphlugdunensis/) recense 42 STs regroupés en sept 
CCs (Figure 56)   
 
Figure 56. Analyse eBURST de la population de S. lugdunensis (donnée personnelle, Mai 2019). La 
totalité de la base de données multilocus sequence typing (MLST) de S. lugdunensis est affichée sous la forme 
d’un diagramme eBURST unique, grâce au logiciel PHYLOViZ. Chaque nombre représente un sequence 
type (ST), les STs fondateurs sont indiqués en jaune. 
 
Ces différents travaux de MLST ont mis en évidence la structure de population fortement 
clonale de S. lugdunensis, sans établir de lien entre contextes cliniques d’isolement des souches 
et génotypes. Malgré le faible nombre d’études disponibles à ce jour, il ressort que les CC1 et 
CC3 sont les lignées phylogénétiques les plus représentées, en France comme en Asie. De plus, 
certains génotypes, pouvant être associés à une résistance à l’oxacilline, semblent avoir la 
capacité de persister et/ou se propager dans le milieu hospitalier. Cependant, la MLST étant une 
technique peu adaptée à l’épidémiologie locale, des techniques de typage plus discriminantes 
apparaissent nécessaires pour confirmer cette propagation clonale. 
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2.2. Multi-virulence locus sequence typing (MVLST) 
La deuxième méthode développée pour le typage de S. lugdunensis a été la MVLST (Didi et 
al., 2014). Cette technique consiste en le séquençage de loci connus ou présumés associés à la 
virulence. En effet, du fait de leur exposition à de fréquents changements environnementaux, 
les gènes associés à la virulence peuvent évoluer plus rapidement que les gènes domestiques. 
Par conséquent, ces gènes peuvent présenter un pouvoir discriminant plus élevé pour des études 
épidémiologiques, comme montré pour S. aureus (Verghese et al., 2012), L. monocytogenes 
(Cai et al., 2002) et Enterococcus faecalis (Chowdhury et al., 2009).  
Sept gènes ont été retenus pour le développement du schéma de MVLST de  
S. lugdunensis (Figure 57):  
- atlLR2 et atlLR3: codant les domaines répétés de l’autolysine bifonctionnelle AtlL; 
- hlb: codant une hémolysine putative ; 
- isdJ: codant une protéine impliquée dans la capture du fer ; 
- SLUG_09050: codant l’hémolysine III putative ; 
- SLUG_16930: codant une protéine putative de liaison au fibrinogène et à la fibronectine, 
homologue de la protéine FbpA de S. aureus (Cheung et al., 1995); 
-  vwbl: codant la protéine de liaison au facteur von Willebrand vWbl.  
 
 
Figure 57. Localisation des loci de multi-virulence locus sequence typing (MVLST) dans le génome de 
la souche S. lugdunensis N920143 (Didi et al., 2014). Les sept loci potentiellement associés à la virulence 
sélectionnés pour le schéma de MVLST sont encadrés et en gras, et les sept gènes domestiques du schéma 
de multilocus sequence typing (MLST) sont indiqués en italique. 
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Le schéma de MVLST a été appliqué à 93 isolats de S. lugdunensis collectés de contextes 
cliniques et d’origines géographiques différents (Didi et al., 2014). Parmi ces isolats, 87 étaient 
responsables d’infections et avaient précédemment été utilisés pour le développement du 
schéma MLST (Chassain et al., 2012), et six isolats étaient en situation de portage. Le 
polymorphisme allélique de ces gènes était modéré (nombre d’allèles pour chaque gène variant 
de cinq à 14) et comparable à celui des gènes de ménage de MLST. Cependant, le schéma 
MVLST a permis l’identification de 43 virulence types (VTs) regroupés dans six CCs de 
virulence (CCvs) (Figure 58), comparativement à 20 STs identifiés par MLST. Le calcul des DI 
a confirmé que la MVLST (DIMVLST = 0,943) était nettement plus discriminante que la MLST 
(DIMLST = 0,890).  
De façon intéressante, la MVLST et la MLST groupaient les souches de façon congruente. Cette 
congruence, associée au calcul de l’index d’association (Ia = 3,74), confirment une structure de 
population clonale de S. lugdunensis, suggérant une fréquence faible voire une absence de 
recombinaison. Ces résultats étaient de plus en faveur d’une co-évolution des gènes putatifs de 
virulence et des gènes de ménage. Les ratios dN/dS ainsi que le test de neutralité de Tajima 
suggéraient que tous les loci associés à la virulence étaient soumis à une sélection négative, 
même pour atlLR2 et SLUG_16930 pour lesquels les rapports dN/dS étaient plus élevés. De la 
même façon que pour la MLST, aucune lignée hypervirulente ou spécifique aux souches de 
portage n'a été identifiée par MVLST, avec la limite que seulement six souches de portage 
avaient été incluses dans cette étude. 
La MVLST, en offrant une résolution plus élevée que la MLST, apparaît comme un outil fiable 
pour le typage de S. lugdunensis à des fins macro-épidémiologiques. En outre, un schéma 
simplifié basé sur l’analyse de trois loci seulement (atlLR3, isdJ et SLUG_16930) s’est révélé 
tout aussi discriminant que la MLST (DIMVLST trilocus = 0,922). Ce schéma trilocus peut ainsi être 
utilisé dans le cas d’études épidémiologiques à court terme (Didi et al., 2014). 
Il existe donc à ce jour deux méthodes de typage basées sur le séquençage chez S. lugdunensis, 
produisant des résultats non ambigus et exportables. La MLST est considérée comme la 
technique de référence pour des analyses macro-épidémiologiques et de structure de population, 
tandis que la MVLST trilocus apparaît intéressante pour de l’épidémiologie locale. Ces 
techniques n’ont pas permis de mettre en évidence de lien entre génotypes et contexte clinique 
d’isolement des souches, probablement du fait de la structure de population clonale de cette 
espèce.  
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Figure 58. Dendrogramme montrant les relations génétiques de 93 isolats de S. lugdunensis basé sur 
l’analyse multi-virulence locus sequence typing (MVLST) (Didi et al., 2014). L’arbre a été construit en 
utilisant les données de séquences concaténées des sept gènes potentiellement associés à la virulence par la 
méthode « neighbor-joining ». Les complexes clonaux de virulence (CCVs) sont représentés par des 
accolades. Les virulence types (VTs) obtenus par MVLST et les sequence types (STs) obtenus par multilocus 
sequence typing (MLST) sont indiqués sur la droite. L’origine géographique des isolats est indiquée par une 
lettre majuscule: A, Rouen; B, Nantes; C, Nancy; D, Bordeaux; E, Montpellier; F, Versailles; G, Louvain 
(Belgique); et H, Maribor (Slovénie); I, Tours; J, Kronoberg County (Suède); K, Lyon. L’origine clinique 
des souches est indiquée par une abréviation: OA, infection ostéoarticulaire; SST, infection de la peau et des 
tissus mous; M, infection sur matériel; B, bactériémie et Ca, portage.  
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2.3. Multiple-locus variable number tandem repeats analysis (MLVA) 
Le développement du séquençage de génomes bactériens a mis en évidence que tous 
contenaient de multiples loci de répétitions en tandem (tandem repeats [TRs]), dont le nombre 
d’unités répétées peut être variable entre les souches d’une même espèce ; ils sont alors appelés 
variable number of tandem repeats (VNTRs). Ils peuvent être identifiés in silico grâce à 
l’utilisation de logiciels, comme Tandem Repeats Finder (Benson, 1999). Le génotypage par 
MLVA repose sur l’analyse du polymorphisme de taille de ces VNTRs dispersés sur le génome 
bactérien (van Belkum, 2007). 
 
2.3.1. Les VNTRs 
2.3.1.1. Définition 
Les VNTRs sont constitués d’unités de répétitions appelées TRs, qui sont des séquences 
nucléotidiques se répétant deux fois ou plus en « tête à queue ». En fonction de la conservation 
des séquences des TRs, ils sont classés en deux catégories (Figure 59a) (Zhou et al., 2014)  : 
- les TR identiques ou parfaits, si les séquences sont conservées à 100%, 
- les TR dégénérés ou imparfaits, si des variations de séquences sont observées. 
Par ailleurs, les TRs sont généralement classés en trois catégories en fonction de la taille de 
l’unité de répétition, bien qu'il n'y ait pas de définition consensuelle (Figure 59b) (Zhou et al., 
2014) :  
- les microsatellites (unité de répétition < 10 pb),  
- les minisatellites (unité de répétition comprise entre 10 et 100 pb),  
- les macrosatellites (unité de répétition > 100 pb). 
 
Figure 59. Représentation des différents types de tandem-repeats (TR) (Zhou et al., 2014).  
(a) Classement en deux catégories selon la conservation ou non de la séquence de l’unité de répétition.  
(b) Classement en trois catégories selon la taille de l’unité de répétition. 
Epidémiologie moléculaire au sein du genre Staphylococcus 
 138
2.3.1.2. Mécanismes de la variabilité des VNTRs 
La variabilité des VNTRs est l’un des moteurs de la plasticité génomique bactérienne. Les 
régions contenant des TRs sont potentiellement hypermutables par excision ou duplication 
d'unités de TRs. Deux mécanismes non-exclusifs sont actuellement largement décrits pour 
expliquer la variation du nombre d’unités de TRs : les erreurs de glissement de l’ADN 
polymérase III lors de la réplication bactérienne (strand-slippage mispairing [SSM]) et la 
recombinaison (Zhou et al., 2014).  
 
Le glissement  de l’ADN polymérase (SSM) 
Ce processus est initié lors de la réplication, au cours de laquelle la région partiellement 
répliquée contenant des TRs subit une dissociation transitoire, puis une mauvaise réassociation 
des brins de par la formation d'une structure renflée (structure tige/boucle) de répétitions non 
appariées sur le brin matrice ou sur le brin naissant (Figure 60). Si le renflement est présent sur 
le brin brin naissant, une duplication de TRs se produira ; en revanche si le renflement se produit 
sur le brin matrice, il en résultera une excision de TRs sur le brin d’ADN nouvellement 
synthétisé. Le SSM est le mécanisme dominant sous-jacent à la variation des microsatellites 
(van Belkum et al., 1998; Zhou et al., 2014). 
 
 
Figure 60. Variabilité du nombre de tandem-repeats (TR) par mécanisme de glissement de l’ADN 
polymérase lors de la réplication (Zhou et al., 2014). Les TRs sont représentés par des carrés sur les brins 
d’ADN naissant (vert clair) et matrice (vert foncé). La région des TRs partiellement répliquée subit une 
dissociation transitoire, puis une mauvaise réassociation des brins avec un renflement soit sur le brin naissant 
conduisant à la duplication de TRs, soit sur le brin matrice conduisant à l’excision de TRs.  
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La recombinaison 
En règle générale, le phénomène de recombinaison est plus important pour le réarrangement 
des TRs avec une longue unité de répétitions. Plusieurs modèles ont été proposés pour le 
mécanisme de recombinaison, tels que le crossover inégal qui se produit entre deux molécules 
d’ADN différentes, et la recombinaison intramoléculaire (Figure 61) (Zhou et al., 2014).  
 
Figure 61. Variabilité du nombre de tandem-repeats (TR) par mécanisme de recombinaison (Zhou et 
al., 2014). Les TRs sont représentés par des carrés sur les brins d’ADN. (a) Modèle de crossover inégal. 
Lorsque des régions contenant des TRs de deux molécules d'ADN différentes sont mal alignées, un crossover 
inégal peut se produire, entraînant une insertion de TRs dans une molécule et une délétion dans l'autre. (b) 
Modèle de recombinaison intramoléculaire. La recombinaison se produit entre des TRs au sein d’une 
molécule d’ADN, et deux produits sont générés avec une délétion de TRs. 
 
Facteurs influençant la fréquence de réarrangement des VNTRs 
La fréquence des évènements de duplication ou d’excision des TRs varie en fonction de facteurs 
intrinsèques (structurels), extrinsèques (environnementaux) mais également de l’efficacité des 
systèmes de réparation de l’ADN (Zhou et al., 2014). En ce qui concerne les caractéristiques 
intrinsèques, une corrélation positive a par exemple été établie entre la fréquence de 
réarrangement et le nombre de répétitions des TRs, et entre la fréquence de mutation des TRs 
et la taille de l'unité de répétition. Concernant les conditions environnementales, des facteurs 
comme la température de croissance, la croissance dans du sang humain ou la carence 
nutritionnelle peuvent affecter la fréquence des réarrangements des TRs.  
De plus, la fréquence des mutations au sein des VNTRs semble être influencée par le nombre 
de répétitions et la séquence encadrant les répétitions (Bricker et al., 2003). Ainsi, chaque locus 
de VNTRs sera caractérisé par un taux de variabilité qui lui est propre. 
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2.3.1.3. Rôles des VNTRS 
L’instabilité des VNTRs, qu’ils soient situés dans des régions intergéniques ou codantes, est 
exploitée par les bactéries pour moduler de manière réversible l’expression de gènes et/ou la 
fonctionnalité de protéines. Cette stratégie de commutation d’un phénotype à un autre, appelée 
variation de phase (gain ou perte réversible, aléatoire et à haute fréquence d'un phénotype), 
permet aux bactéries de s'adapter rapidement à leur environnement (Gemayel et al., 2010). Les 
VNTRs sont ainsi par exemple impliqués dans des stratégies d'évasion immunitaire ou de 
tropisme tissulaire (Zhou et al., 2014).  
 
Impact phénotypique des variations de TRs intragéniques 
Les réarrangements de TRs intragéniques peuvent induire une variation de phase, les 
mécanismes sous-jacents dépendant de la taille de l'unité du TR. Si elle n'est pas un multiple de 
trois, les réarrangements sont en mesure d'induire un décalage du cadre de lecture  et donc une 
protéine non fonctionnelle ou tronquée (variation de phase On - Off) (Figure 62a). Si la taille de 
l'unité du TR est un multiple de trois, l’effet peut être lié à des altérations structurelles et 
fonctionnelles de la protéine correspondante (Gemayel et al., 2010).  
L'impact phénotypique des variations des TRs intragéniques a ainsi été décrit pour des gènes 
codant des structures de surface, des systèmes d’acquisition du fer ou encore des systèmes de 
restriction-modification (Zhou et al., 2014). Par exemple, la protéine Eap de S. aureus (cf 
paragraphe 3.3.1.1 de la partie 1) est une adhésine multifonctionnelle contenant des TRs, dont 
la taille de chaque unité de répétition n’est pas identique (93 à 110 acides aminés). Un minimum 
de deux répétitions dans le gène eap est nécessaire pour qu’Eap puisse provoquer une 
agglutination, une adhérence et une invasion aux cellules hôtes (fibroblastes et cellules 
endothéliales) par S. aureus. De plus, lorsque le nombre de répétitions augmente de deux à cinq, 
ces capacités sont considérablement améliorées, ce qui suggère que l'expansion du nombre de 
répétitions dans le gène eap favorise l'adaptation de S. aureus à son hôte (Hussain et al., 2008). 
 
Impact phénotypique des variations de TRs intergéniques  
Les réarrangements des TRs situés dans des régions intergéniques, et plus particulièrement 
autour de la région promotrice, peuvent induire des variations de phase en modulant la 
transcription des gènes correspondants (Figure 62b) (Zhou et al., 2014). Selon la localisation des 
TRs (amont de la région -35, entre les régions -35 et -10 ou entre le site d’initiation de la 
transcription et le cadre ouvert de lecture), la variation du nombre de répétitions pourra affecter 
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l’initiation de la transcription en modifiant l’affinité de liaison de protéines régulatrices ou en 
altérant la distance des éléments du promoteur. 
 
Figure 62. Mécanisme de variation de phase entraîné par la variation du nombre de tandem-repeats 
(TR) (Gemayel et al., 2010). (a) La variation des TRs situés dans la région codante du gène peut générer une 
protéine fonctionnelle (phénotype On) ou provoquer des décalages de cadre de lecture se traduisant par une 
protéine non fonctionnelle ou tronquée du fait de l’apparition d’un codon stop prématuré (phénotype Off). 
(b) La variation des TRs situés dans la zone promotrice du gène peut conduire à une expression (phénotype 
On) ou non (phénotype Off). 
 
Les VNTRs sont ainsi considérés comme des marqueurs hautement polymorphes, du fait de la 
variabilité de leur taille mais également de leurs séquences nucléotidiques. La présence en 
amont et en aval de ces régions hypervariables de régions conservées (régions flanquantes) 
permet le développement d’amorces pour en étudier le dynamisme, et pour développer des 
méthodes de typage comme la MLVA (Figure 63) (Nadon et al., 2013).  
 
Figure 63. Représentation de l’organisation d’un locus de VNTR. Les flèches indiquent les amorces 
utilisées pour l’amplification par PCR dans la région conservée encadrant les répétitions (Nadon et al., 2013).  
 
2.3.2. Principe de la MLVA 
Le typage moléculaire basé sur l'analyse du nombre de répétitions de plusieurs loci de VNTRs 
est connu sous le nom de MLVA. En effet, il a été démontré que le nombre de répétitions par 
locus était spécifique d’un isolat pour une espèce bactérienne donnée (van Belkum, 2007).  
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La technique consiste à amplifier par PCR, à l’aide d’amorces situées dans les régions 
flanquantes (Figure 63), un certain nombre de loci de VNTRs sélectionnés et à évaluer pour 
chacun le nombre de répétitions. Le nombre de marqueurs analysés peut varier de six à huit, 
voire jusqu’à une quarantaine selon les schémas. Alors que l'électrophorèse sur gel d'agarose 
était initialement utilisée pour évaluer la taille des amplicons, l’électrophorèse capillaire sur un 
séquenceur automatique est aujourd’hui principalement réalisée. Cela permet en outre le 
développement de PCR multiplexe à l’aide d’amorces marquées par différents fluorochromes.  
Le nombre exact de répétitions est ensuite déduit de la taille du produit de PCR, la longueur des 
unités de répétitions et des régions flanquantes étant connue. Une fois que le nombre de 
répétitions pour l’ensemble des loci de VNTRs est évalué pour un isolat bactérien, un profil 
numérique correspondant au nombre de motifs répétés pour chaque locus est attribué et 
constitue un MLVA type (MT) (Figure 64) (Nadon et al., 2013). 
 
Figure 64. Variation du nombre de répétitions en tandem dans huit loci de variable number of tandem 
repeats (VNTRs) afin de caractériser deux souches différentes. Un profil numérique à huit chiffres (MLVA 
type) est attribué à chaque souche ; dans l'exemple, les deux souches diffèrent au niveau de trois loci de 
VNTRs (en rouge) http://www.microtyping.nl/content/2011/11/MLVA.  
 
Le premier schéma MLVA a été appliqué à Haemophilus influenzae en 1997, basé sur des 
microsatellites (trois à six nucléotides) (van Belkum et al., 1997). Il est apparu que les vitesses 
évolutives des différents loci de VNTRs étaient variables, et que certains étaient mieux adaptés 
que d'autres aux études épidémiologiques. Ensuite, des schémas MLVA ont été développés 
pour la comparaison de souches chez pratiquement toutes les espèces bactériennes 
médicalement importantes, comme S. aureus (Sabat et al., 2003), Salmonella spp. (Larsson et 
al., 2009), Mycobacterium tuberculosis (Le Flèche et al., 2002) ou encore Legionella 
pneumophila (Sobral et al., 2011).  
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Avantages de la MLVA 
Les principaux avantages de la MLVA sont sa rapidité, son coût peu élevé et son fort pouvoir 
de discrimination. De plus, si les profils obtenus sont numériques, ils peuvent facilement être 
échangeables et stockables dans des bases de données en ligne pour des comparaisons entre 
laboratoires (Sabat et al., 2013). Une liste de sites Web hébergeant des bases de données MLVA 
pour un certain nombre d'agents pathogènes est par exemple disponible sur le site de 
l’Université Paris Sud « Genomes and PolyMorphismS » (http://minisatellites.i2bc.paris-
saclay.fr/).  
Un autre avantage de la MLVA est qu’elle est souvent considérée comme une technique 
modulaire, qui peut répondre à la fois à des questions micro- et macro-épidémiologiques. En 
effet, en situation d'épidémie, l'analyse MLVA peut rapidement distinguer les isolats 
responsables de l’épidémie (même profils) des autres (profils différents). La MLVA s’est ainsi 
révélée être une approche de typage particulièrement utile pour le suivi de la dissémination de 
souches épidémiques (Tenover et al., 2007; Vignaud et al., 2017; Wei et al., 2011). Cependant, 
deux éléments sont au préalable à prendre en compte dans ce contexte. Le premier est de 
connaître la prévalence du profil des isolats responsables de l’épidémie dans la population 
bactérienne globale avant d’appliquer la méthode. Un autre élément essentiel, en particulier en 
ce qui concerne les microsatellites, est le fait que des modifications du nombre de répétitions 
peuvent se produire si rapidement que le profil peut changer au cours d'une épidémie (van 
Belkum et al., 2007). 
La MLVA peut également être utilisée pour des études de structure de population, comme 
cela a été mis en oeuvre pour les espèces L. pneumophila (Visca et al., 2011) ou Brucella sp. 
(Vergnaud et al., 2018). Une approche phylogénétique fréquemment appliquée pour l’analyse 
des profils MLVA est une implémentation du minimum spanning tree, basé sur les mêmes 
principes que l'algorithme eBURST (van Belkum, 2007). Cette approche permet de représenter 
les relations de parenté prédites entre les souches sur la base de SLVs (où les profils varient 
d’un locus de VNTR) et de DLVs (où les profils varient pour deux loci de VNTR). Dans cette 
approche, aucune pondération n’est appliquée en fonction de la différence de nombre de 
répétitions pour chaque locus. Les MLVA types peuvent alors être regroupés en MLVA 
complexes (MCs), un MC rassemblant par exemple tous les MTs présentant six loci identiques 
sur les sept (Schouls et al., 2009). 
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Cette modularité est cependant fortement conditionnée par le choix et le nombre des loci de 
VNTRs lors du développement de la méthode MLVA (Jiao et al., 2008; Le Flèche et al., 2006). 
En effet, les marqueurs évoluant lentement et présentant une diversité faible assigneront les 
clusters phylogénétiques, reflétant la structure de la population étudiée. Les marqueurs 
présentant une évolution rapide et ainsi une plus grande diversité pemettront de distinguer les 
isolats au sein des clusters. Utilisés seuls, ces derniers pourront répondre à des questions micro-
épidémiologiques mais ne témoigneront d’aucune valeur de clustering. Ainsi, l’association de 
marqueurs évoluant lentement et rapidement confère à la MLVA une modularité unique.  
 
Limites de la MLVA 
Cependant, la MLVA présente certaines limites. Tout d’abord, cette méthode n’est pas 
reproductible à 100%, et beaucoup de schémas publiés manquent de standardisation, rendant 
difficiles les comparaisons entre laboratoires (Lindstedt et al., 2013). Notamment, la 
détermination de la taille des fragments de PCR peut différer entre laboratoires, du fait de 
l’utilisation de séquenceurs ou de capillaires différents par exemple. Afin d’éviter de tels 
écueils, une calibration avec des loci de VNTRs de taille connue apparaît nécessaire avant de 
mettre en place cette technique.  
De plus, la différence de taille dans un locus de VNTR peut ne pas toujours refléter le nombre 
réel de répétitions en tandem, car des insertions ou des délétions dans la région amplifiée 
peuvent survenir.  
Enfin, un phénomène d’homoplasie peut en limiter le pouvoir discriminant, c’est-à-dire le fait 
que deux souches appartenant à des lignées différentes et ayant eu une évolution différente 
présentent un même nombre de répétitions de VNTRs (Estoup et al., 2002).  
Afin de surmonter ces contraintes, l’approche peut être étayée par le séquençage des VNTRs, 
qui améliore considérablement la résolution et limite l’impact du phénomène d’homoplasie, 
mais en augmente le temps d’analyse et le coût. Le typage basé sur le séquençage des VNTRs 
est alors appelé TRST. Il a été appliqué à un certains nombre d’agents pathogènes comme  
C. difficile (ZaiSS et al., 2009) L. pneumophila (Visca et al., 2011) ou Francisella noatunensis 
(Brevik et al., 2011).  
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2.3.3. MLVA et S. aureus   
Schéma MLVA de Sabat et al. et dérivés 
Le premier schéma de MLVA proposé pour S. aureus a été développé à partir d’une collection 
de 34 isolats de MRSA et comparé à la technique PFGE (Sabat et al., 2003). Cinq loci de 
VNTRs (sdrCDE, clfA, clfB, ssp et spa) situés au sein de sept gènes ont été sélectionnés après 
analyse in silico de six génomes de S. aureus disponibles. La taille des unités de répétitions 
variait de neuf (ssp) à 24 (spa) nucléotides. Ces VNTRs étaient amplifiés par une PCR 
multiplexe, puis des profils de MLVA (profils de bandes) étaient établis après séparation en gel 
d’agarose (Figure 65). L’étude a mis en évidence 26 profils, les isolats épidémiologiquement 
liés présentant des profils identiques ou très similaires. Malgré le faible nombre de souches 
analysées, ce schéma de MLVA s’est montré aussi discriminant et aussi reproductible que la 
PFGE, malgré son inconvénient de ne pas produire de profils numériques. 
 
Figure 65. Profils de bandes de multiple-locus variable number tandem repeats analysis (MLVA) de 34 
isolats de S. aureus caractérisés en parallèle par pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Sabat et al., 
2003). (A et B) isolats 18 à 34 (C) isolats 6 à 9 et 1 à 5 et (D) isolats 10 à 17. L’ordre de dépôt des isolats a 
été effectué en fonction des profils obtenus par PFGE (codes alphabétiques indiqués au-dessus), mettant en 
évidence la concordance de clusterisation des deux méthodes. Lad : marqueur de poids moléculaire, échelle 
de 50 pb; bande inférieure = 100 pb.  
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La même équipe a appliqué ce schéma à 59 isolats cliniques de S. aureus (dont 56 MRSA), et 
a comparé les résultats aux techniques de PFGE, mais également de MLST et spa typing 
(reposant sur le séquençage de la région répétée du gène spa codant la protéine A, cf paragraphe 
2.4.2.1) (Malachowa et al., 2005). Comme dans l’étude précédente, la MLVA s'est avérée avoir 
un pouvoir discriminant élevé (40 profils identifiés), similaire à celui de la PFGE, tandis que la 
MLST et le spa typing présentaient une résolution plus faible. Les profils de MLVA étaient 
répartis au sein de huit clusters, qui correspondaient à ceux obtenus par les trois autres 
méthodes. Ces résultats suggéraient ainsi que la MLVA peut être une méthode fiable pour des 
études épidémiologiques chez S. aureus sur le court terme, présentant l’avantage d’être 
accessible pour des analyses microbiologiques de routine du fait de son faible coût, et de sa 
rapidité et facilité d'exécution. Cependant, ce schéma présentait toujours l’inconvénient de ne 
pas produire de profils numériques. De plus, certains VNTRs dont le motif répété était égal à 
neuf pb rendaient difficile une analyse précise des profils, et l’amplification de certains VNTRs 
conduisait à la production de produits de PCR anonymes (c’est-à-dire dont la taille ne 
correspondait à aucun VNTR).  
La même année, François et al. ont développé un schéma de MLVA légèrement modifié basé 
sur l’étude de huit loci de VNTRs, codant des adhésines (sdrCDE, clfA, clfB, fnBP et cna), une 
protéase (sspA), une immunoglobulin G-binding protein (spa) et le gène de résistance à la 
méticilline mecA (Francois et al., 2005). La taille des unités de répétitions variait de neuf (spa) 
à 560 (cna) nucléotides Cette technique présentait l’avantage de reposer sur une seule PCR 
multiplexe suivie d’une électrophorèse microcapillaire permettant une analyse automatisée des 
profils et des clusters. La méthode a été évaluée vis-à-vis de 232 isolats cliniques de S. aureus 
d’origines cliniques diverses (infection ou portage), y compris un panel de souches 
« contrôles » précédemment caractérisées par PFGE. Les résultats obtenus en termes de pouvoir 
discriminant, de reproductibilité de de concordance avec les profils de PFGE étaient très 
satisfaisants, confirmant l’utilité de la MLVA pour le génotypage en temps réel des isolats de 
S. aureus. La même équipe a par la suite confirmé l’intérêt de ce schéma par une étude de 994 
souches de S. aureus et montré que la MLVA fournit une base solide pour l’assignation des 
lignées génétiques chez cette espèce clonale (Melles et al., 2009).  
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Schéma MLVA de Schouls et al. 
D’autres schémas ont été décrits, comme celui proposé par Hardy et al. ou des dérivés, qui 
décrivaient l'utilisation de VNTR désignés comme « staphylococcal interspersed repeat 
units » (Hardy, 2004; Hardy et al., 2006; Ikawaty et al., 2008).  
Mais aujourd’hui, le schéma MLVA qui fait le plus consensus est celui développé par Schouls 
et al. en 2009, validé par l’étude d’une vaste collection de 2525 isolats de S. aureus (Schouls et 
al., 2009). Pour cela, une analyse in silico de neuf génomes de S. aureus disponibles 
publiquement a tout d’abord permis d’identifier plus de 20 loci de VNTRs, pour lesquels des 
amorces ont été conçues. Ces VNTRs ont été testés sur un panel de 86 isolats génétiquement 
divers de S. aureus (panel « test ») préalablement analysés par PFGE. Les loci de VNTRs 
étaient considérés comme appropriés s'ils étaient amplifiables pour toutes les souches, si le 
nombre de répétitions variait entre les souches et s’il était compris entre trois et dix. Huit loci 
de VNTRs ont ainsi été sélectionnés pour établir ce nouveau schéma de MLVA, dont seulement 
trois étaient situés dans des régions codantes (sspa, spa et coa). Les unités de répétitions 
variaient de neuf (sspa) à 81 (coa).  
Les VNTRs étaient amplifiés par deux PCR multiplexes, contenant chacune quatre marqueurs 
fluorescents. Les produits étaient ensuite analysés sur un séquenceur d'ADN automatisé, 
permettant une détermination précise de la taille des fragments et donc une évaluation du 
nombre de répétitions pour chaque locus. Ainsi, ce schéma permet l’attribution de MTs avec 
un profil numérique à huit chiffres.  
Ce schéma a ensuite été appliqué à une collection de 1681 isolats de S. aureus provenant de 
patients néerlandais (dont 87% étaient des MRSA) et de 100 isolats de MRSA provenant de 
porcs. Le nombre maximal de répétitions pour chaque loci variait fortement, allant de cinq à 
25, générant des DI très différents dont le plus élevé était observé pour le gène spa (83%). Au 
total, 511 MTs ont été observés pour les 1681 isolats, regroupés en 11 MCs (Figure 66). De 
façon intéressante, certains de ces MCs étaient principalement constitués de MSSA, tandis que 
d'autres contenaient presque exclusivement des MRSA.  
La comparaison de la MLVA avec d’autres techniques de typage a montré qu’elle était au moins 
aussi discriminante que la PFGE, et deux fois plus discriminante que le spa typing. En outre, il 
y avait une congruence considérable entre les complexes générés par la MLVA et ceux obtenus 
par le spa typing et la PFGE. L'analyse d'un ensemble de 40 isolats précédemment typés par 
MLST, ainsi que l’utilisation des données de spa typing qui permettent de prédire les CCs de 
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MLST (Ridom Spa-Server), a montré qu’il existait également une forte concordance entre les 
complexes de MLVA et ceux de MLST. Pour cette raison, les MCs ont été nommés par analogie 
aux CCs (par exemple, le MC8 est composé d’isolats appartenant au CC8 de MLST). 
Enfin, un panel de 658 isolats de MRSA collectés dans le cadre de la surveillance nationale de 
S. aureus aux Pays-Bas et précédemment typés par spa typing a été utilisé pour évaluer le 
potentiel de la MLVA dans l’identification d’épidémies. Alors que le spa typing pouvait ne pas 
réussir à différencier certains isolats non épidémiologiquement liés, la MLVA était plus fiable 
dans l'identification d'isolats pouvant représenter une épidémie de MRSA. Ces résultats 
confirmaient l’utilité de la MLVA dans des études micro-épidémiologiques chez S. aureus.  
Schouls et al. ont donc décrit un schéma de MLVA fournissant des données non ambiguës 
(profils numériques) utilisables pour des comparaisons interlaboratoires, représentant ainsi un 
outil prometteur pour l’épidémiologie hospitalière, nationale et internationale. Ce schéma 
MLVA est hébergé sur le site https://www.mlva.net/, qui recense les profils (5779 MTs et 62 
MCs le 28/12/2018) et permet d’assigner en ligne les MTs. 
 
Figure 66. Minimum spanning tree des 1681 isolats de S. aureus typés par multiple-locus variable 
number tandem repeats analysis (MLVA) (Schouls et al., 2009). Les MLVA types (MTs) sont représentés 
sous forme de cercles, la taille de chaque cercle étant proportionnelle au nombre d'isolats. Les lignes noires 
connectent des MTs qui diffèrent par un seul locus de VNTRs, et les lignes grises par deux loci. La couleur 
des halos entourant les MTs désigne les MLVA complexes (MCs). Les MCs rassemblent au minimum cinq 
MTs ne diffèrant pas par plus d'un locus de VNTR.  
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2.3.4. MLVA et S. epidermidis 
La MLVA a été développée pour le typage des souches de S. epidermidis en 2006 par Johansson 
et al. (Johansson et al., 2006). L’analyse in silico du génome de la souche de référence  
S. epidermidis ATCC 12228 a permis l’identification de 137 loci de VNTRs. Quatorze loci ont 
été retenus sur la base de leur localisation génomique, de la taille du motif répété (18 bp au 
minimum) et du nombre de répétitions (≥ deux). Ils ont été amplifiés par PCR pour dix souches 
de S. epidermidis, et les cinq loci (Se1 à Se5) présentant un polymorphisme de taille ont été 
sélectionnés pour le schéma MLVA. La taille des motifs répétés variait de 18 à 58 pb. Trois 
VNTRs (Se1, Se3 et Se5) étaient localisés dans des gènes prédits pour coder des protéines de 
surface liant le fibrinogène, et contenaient des motifs répétés de 18 pb codant des motifs de type 
serine-aspartate (SD).  
L’analyse MLVA a ensuite été menée sur 30 isolats cliniques multirésistants de S. epidermidis 
collectés  sur une année chez des patients hospitalisés dans différents services d’un hôpital 
universitaire en Suède. Les produits de PCR étaient séparés en gel d’agarose, et les tailles 
converties en nombre de répétitions pour obtenir un profil numérique. Le nombre de répétitions 
pour chaque locus variait de trois à neuf. Les résultats de MLVA étaient aussi discriminants 
que ceux obtenus par PFGE (16 profils identifiés au total pour chacune des méthodes), tout en 
regroupant les isolats de façon similaire (Figure 67A). Ainsi, bien que ces deux méthodes 
mesurent des évènements évolutifs différents au niveau de plusieurs loci génomiques, la 
congruence des arbres phylogénétiques obtenus plaidait en faveur d’un faible voire d’une 
absence de transfert horizontal de ces gènes chez les souches étudiées. De façon intéressante, 
l’utilisation de seulement quatre loci (Se1 à Se4) conduisait à un regroupement très similaire 
des isolats, tout en ne diminuant que légèrement la capacité discriminatoire (Figure 67B) 
(Johansson et al., 2006).  
L’analyse des génotypes a par ailleurs montré que de nombreux isolats provenant de services 
différents étaient étroitement liés, suggérant qu'un clone de S. epidermidis multirésistant a été 
maintenu dans l’environnement hospitalier pendant la période de l'étude et possédait la capacité 
de coloniser les patients. Ce génotype prédominant semblait plus fréquemment associé à des 
infections profondes du site opératoire et/ou à la présence de dispositifs médicaux, mais le faible 
nombre d’isolats analysés ne permettait pas de conclure à un lien entre les profils de MLVA et  
le type d’infections. 
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Figure 67. Analyse des clusters obtenus par typage multiple-locus variable number tandem repeats 
analysis (MLVA) de 31 souches de S. epidermidis (Johansson et al., 2006). (A) Clusters obtenus par la 
méthode MLVA à cinq loci (Se1 à Se5) et (B) à quatre loci (Se1 à Se4). Les codes alphabétiques indiquent 
les profils obtenus par électrophorèse en champ pulsé (PFGE) où A, A1, A2 et A3 indiquent des profils 
proches. Les clusters obtenus par MLVA et PFGE sont congruents. Un astérisque indique un groupe d’isolats 
proches phylogénétiquement, définis comme appartenant à un clone. 
 
Ce schéma MLVA fournit ainsi une évaluation robuste des lignées phylogénétiques, autorisant 
son utilisation pour l’étude de la dynamique des populations hospitalières de S. epidermidis. 
Cependant, les limites de cette étude étaient son caractère monocentrique et l’inclusion d’un 
nombre restreint d’isolats (Johansson et al., 2006). Ce schéma a été appliqué dans d’autres 
études, comme celle de Cremniter et al. visant à analyser des souches de S. epidermidis 
résistantes aux glycopeptides, montrant que la MLVA peut subdiviser des STs fréquemment 
rencontrés à l’hôpital (à trois STs correspondaient 20 MTs) (Cremniter et al., 2013). L’étude 
d’Asadollahi et al. se focalisant sur 112 souches de S. epidermidis isolées d’hémocultures a 
montré une diversité génétique importante des souches, 102 MTs ayant été identifiés 
(Asadollahi et al., 2018a) 
En 2008, un autre schéma de MLVA a été développé pour l’espèce S. epidermidis à la faveur 
de l’analyse de 88 isolats d’origines cliniques et géographiques diverses (Francois et al., 2008). 
Ce schéma, basé sur l’analyse de six loci de VNTRs et du gène mecA, permettait un génotypage 
rapide et à haut débit (électrophorèse microcapillaire) par utilisation d’une PCR multiplexe avec 
analyse automatisée des profils. 
L’approche MLVA a également été développée pour d’autres espèces de SCN comme par 
exemple S. hominis (Szczuka et al., 2014) ou S. haemolyticus (Cavanagh et al., 2012).  
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2.4. Single locus sequence typing (SLST) 
2.4.1. Généralités 
Une alternative plus pratique et moins onéreuse à l'approche multilocus est le typage basé sur 
le séquençage d’un seul locus. La portion d’ADN séquencée étant limitée, le gène sélectionné 
se doit d’être hautement polymorphe. Les gènes candidats qui peuvent fournir une résolution 
génétique suffisante sont ceux codant les MSCRAMMs. En effet, ces gènes contiennent des 
VNTRs, et les protéines de surface qu'ils codent interagissent avec l'environnement et sont donc 
soumises à une pression de sélection. Ce type d’analyse est plutôt appliquée à des populations 
bactériennes d’évolution clonale chez lesquelles les phénomènes de recombinaison homologue 
sont rares, limitant ainsi la confusion des inférences phylogénétiques (ZaiSS et al., 2009).  
L’utilisation d’un ou deux loci polymorphes a déjà été établie pertinente pour un certain nombre 
d’agents pathogènes, notamment S. aureus (spa) (Shopsin et al., 1999), Campylobacter jejuni 
(fla) (Mellmann et al., 2004), Streptococcus pyogenes (emm) (Beall et al., 1996),  
N. meningitidis (porA, fetA) (Elias et al., 2006), L. monocytogenes (LmMT1, LmMT2) (Edlind 
and Liu, 2015) ou encore C. difficile (TR6, TR10) (ZaiSS et al., 2009). 
 
2.4.2. Schémas SLST chez S. aureus 
Chez S. aureus, le schéma de SLST le plus utilisé est le spa typing, mais des schémas alternatifs 
de clfA et clfB typing ont également été décrits. 
 
2.4.2.1. spa typing 
Principe du spa typing 
La méthode de typage SLST la plus largement utilisée est le spa typing développé pour  
S. aureus (Asadollahi et al., 2018b). Cette technique a été décrite pour la première fois en 1996 
par Frenay et al., qui ont utilisé le séquençage de la région X du gène spa codant la protéine A 
de S. aureus pour typer 47 souches de MRSA (Frénay et al., 1996).  
Son évaluation à plus grande échelle a ensuite été menée par Shopsin et al. en 1999, par analyse 
de 320 souches de S. aureus et comparaison avec la PFGE. Le spa typing s’est révélé efficace 
pour distinguer des isolats reliés ou non épidémiologiquement, tout en présentant des avantages 
considérables en termes de rapidité, de facilité d'utilisation, de facilité d'interprétation et de 
standardisation entre laboratoires (Shopsin et al., 1999).  
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La protéine A est une protéine de surface qui lie le fragment Fc des Ig, particulièrement les IgG, 
permettant l’échappement de la bactérie à la phagocytose. Le gène spa, composé d’environ 
2150 pb, se compose de plusieurs régions fonctionnelles codant un peptide signal, la région de 
liaison au fragment Fc des IgG, la région X constituée de motifs répétés, et en région C-
terminale une zone permettant l’attachement au PG (Figure 68) (Shopsin et al., 1999). Bien que 
sa fonction biologique ne soit pas connue, la région X pourrait servir à enchasser la partie N-
terminale de liaison à l'IgG dans la paroi cellulaire (Hartford et al., 1997). L'existence de régions 
bien conservées flanquant la région X permet l'utilisation d'amorces pour l'amplification et le 
séquençage des répétitions (Figure 68) (Shopsin et al., 1999). 
 
 
Figure 68. Domaines composant le gène spa codant la protéine A de S. aureus (Shopsin et al., 1999). Les 
encadrés indiquent les segments du gène codant le peptide signal (S), les régions de liaison à  
l'immunoglobuline G (A-D), une région homologue de A-D (E) et la région C-terminale (X) qui comprend 
des motifs répétés de 24 pb (Xr) et la séquence d’ancrage à la paroi cellulaire (Xc). Les amorces utilisées pour 
le spa typing sont indiquées au-dessus par des flèches. 
 
Le spa typing est basé sur la variation du nombre (de deux à 15) et de la séquence de répétitions 
courtes (de 21 à 27 pb, principalement 24 pb) de la région Xr. Le degré élevé de polymorphisme 
dans ce locus de VNTR résulte de mutations ponctuelles, mais surtout de phénomènes de 
délétions, de duplications et d’insertions (Lakhundi and Zhang, 2018). Dans le typage par spa 
typing, chaque séquence de répétition individuelle est associée à un code unique. Un spa type 
est déduit de l'ordre spécifique des répétitions (ex : le spa type t001 correspond à 
l’enchaînement de dix répétitions dans l’ordre 26-30-17-34-17-20-17-12-17-16). 
Toutefois, l’absence de consensus sur l’affectation de nouvelles séquences de répétitions 
individuelles et de nouveaux spa types a rapidement nécessité la mise en place de systèmes de 
nomenclatures standardisés. Aujourd’hui, deux systèmes de nomenclature majeurs existent 
pour assigner les spa types et sont largement utilisés à des fins de comparaison et d’échange de 
données entre laboratoires (Harmsen et al., 2003; Koreen et al., 2004) (Figure 69). Cependant, 
la comparaison entre les deux nomenclatures n’est possible qu’à l’aide d’outils informatiques, 
rendant parfois difficile la comparaison des données de typage publiées.  
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Figure 69. Comparaison des deux systèmes de nomenclature utilisés pour le spa typing de S. aureus. A 
gauche, le système développé par Harmsen et al. utilise un code numérique pour l’assignation des unités de 
répétitions (Harmsen et al., 2003) alors qu’à droite, le système développé par Koreen et al. utilise un code 
alphanumérique (Koreen et al., 2004). 
 
Le principal système de nomenclature utilisé est celui développé par Harmsen et al. (Harmsen 
et al., 2003), nommé Ridom StaphType. Un logiciel, disponible à l’adresse 
https://www.ridom.de/staphtype/, permet une analyse semi-automatisée des séquences et une 
affectation des spa types en synchronisant les données via un serveur central. Ce serveur est 
couplé avec la base de données en ligne Ridom SpaServer (https://spaserver.ridom.de/) qui 
recense et propose au téléchargement la liste des répétitions et spa types. Le serveur est en outre 
géré par SeqNet.org (www.seqnet.org) qui garantit une nomenclature universelle et une 
reproductibilité des données (Friedrich et al., 2006). Il est également possible de générer un 
système d'alerte pour la détection automatique d’épidémies de MRSA (Mellmann et al., 2006). 
En 2006, le développement de l’algorithme BURP (based upon repeat pattern) (Sammeth et 
al., 2005) et son implémentation dans le logiciel Ridom StaphType a permis l'affectation 
automatisée et objective des spa types au sein de spa complexes (Strommenger et al., 2006, 
2008). Les complexes de spa types obtenus par cet algorithme sont en outre très concordants 
avec ceux obtenus par PFGE et par MLST/eBURST, que ce soit pour des souches de MSSA 
comme de MRSA (Mellmann et al., 2007, 2008; Strommenger et al., 2006, 2008) (Figure 70). 
Cette concordance des clusters peut être expliquée par la structure de population clonale de  
S. aureus (Feil et al., 2003). L’assignation en ligne des spa types permet ainsi de définir 
l’appartenance à un spa complexe ou à un singleton, et de prédire le CC voire le ST de MLST. 
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Cependant, le spa typing étant basé sur un locus unique, certaines souches peuvent être mal 
classées en raison de phénomènes de recombinaison et/ou d’homoplasie (Sabat et al., 2013).  
 
Figure 70. Résultats de typage obtenus par électrophorèse en champ pulsé (PFGE), multilocus sequence 
typing (MLST/eBURST) et spa typing (BURP) (Strommenger et al., 2006). Les résultats de PFGE sont 
visualisés par la méthode « unweighted-pair group » en utilisant un seuil de similarité de 70% indiqué par 
une ligne verticale. Les résultats des analyses de regroupement obtenus pour les trois méthodes sont comparés 
à droite, chaque groupe ayant un code couleur. Les couleurs identiques représentent des groupes concordants 
obtenus à partir des différentes méthodes. a, exclusion de la classification BURP pour cause de longueur 
insuffisante b, clusters de PFGE numérotés de un à 16.  
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Données épidémiologiques générées par spa typing  
Malgré leur diversité, des complexes clonaux de spa types stables dans le temps ont été 
identifiés comme spécifiquement associés à des lignées de MRSA. Cette stabilité, associée à 
l’excellente congruence avec les regroupements obtenus par MLST, font du spa typing un outil 
précieux pour des études épidémiologiques globales à long terme, afin de suivre l’évolution des 
clones de S. aureus dans le temps et à travers le monde (Cookson et al., 2007; Faria et al., 2008; 
Hallin et al., 2007; Koreen et al., 2004; Mellmann et al., 2007; Strommenger et al., 2006). 
De plus, le spa typing possède le pouvoir discriminant le plus élevé des méthodes de typage 
basées sur le séquençage Sanger de l’ADN chez S. aureus (DIspa typing = 0,97, DIMLST = 0,93) 
(Strommenger et al., 2006). Cette méthode apparaît ainsi également appropriée pour de 
l’épidémiologie locale et à court terme (Harmsen et al., 2003; Koreen et al., 2004). Notamment, 
au sein des lignées de MRSA qui sont de nature clonale par analyse MLST, le spa typing révèle 
un pouvoir discriminant plus élevé (O’Hara et al., 2016).  
Cependant, il échoue parfois à discriminer des souches étroitement apparentées qui peuvent être 
différenciées par PFGE. Il est d’ailleurs souvent considéré comme inférieur à celle-ci en ce qui 
concerne la discrimination de la microvariation génétique s'accumulant rapidement (Koreen et 
al., 2004; Shopsin et al., 1999). Le spa typing est donc proposé comme outil de première 
intention au cours d’études épidémiologiques locales, mais il peut être important de combiner 
son utilisation à un autre locus pour discriminer des isolats de spa types identiques, comme la 
cassette SCCmec, lorsque la micro-résolution de souches est recherchée (Hallin et al., 2007; 
Strommenger et al., 2008). 
 
Distribution mondiale des spa types 
Du fait de sa simplicité d’exécution et d’interprétation, ainsi que de sa nomenclature 
standardisée, le spa typing a été largement utilisé à l’échelle mondiale, notamment depuis 2009 
(Sabat et al., 2013).  
De façon intéressante, certains clones de MRSA endémiques aux Etats Unis identifiés par 
MLST correspondent à des spa types et spa complexes particuliers. Par exemple, la lignée 
USA300 de CA-MRSA appartenant au ST8, CC8 de MLST est de spa type t008, CC008, tandis 
que la lignée USA100 de HA-MRSA appartenant au ST5, CC5 de MLST est de spa type t002, 
CC002 (O’Hara et al., 2016).  
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Une étude récente a effectué une revue de la littérature des spa types les plus communs à travers 
le monde, parmi des isolats cliniques d’infections comme de portage (Asadollahi et al., 2018b). 
Elle a montré que les spa types t008 et t002 sont les plus largement distribués, suivis des t037 
et t044 (Tableau 8). Cependant, près de la moitié des spa types sont localisés à un pays donné. 
En Europe, le t032 est le plus répandu, principalement au Royaume-Uni et en Allemagne, alors 
que le t008 est prévalent en France et en Italie. La propagation endémique de certains de ces 
spa types très adaptés au milieu hospitalier peut par ailleurs conduire à une forte diminution de 
la discrimination dans des études épidémiologiques locales (Strommenger et al., 2008). 
La majorité des spa types sont composés d’isolats de MSSA et MRSA, mais certains sont 
associés uniquement aux MRSA : t032 en Europe, t037 en Afrique et en Australie, et t437 en 
Australie (Tableau 8) (Asadollahi et al., 2018b). Lorsqu’il était disponible, le typage SCCmec a 
mis en évidence des corrélations différentes selon les continents ; en Europe et aux Etats-Unis 
les SCCmec types IV et II sont associés aux spa types les plus fréquents, alors qu’en Asie les 
spa types dominants appartiennent aux SCCmec types III et II. Cependant, toutes les études ne 
rapportaient pas le caractère de résistance à la méticilline. En outre, la plupart portait sur des 
isolats de MRSA en raison de leur importance en clinique. Des études à plus large échelle 
portant sur les MSSA doivent ainsi être menées pour compléter ces données épidémiologiques. 
 
Tableau 8. Distribution des spa types les plus prévalents selon les continents (Asadollahi et al., 2018b). 
Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre d’isolats de S. aureus identifiés d’après la revue de 
la littérature au sein des spa types. Le nombre d’isolats sensibles (MSSA) ou résistants (MRSA) à la 
méticilline est ensuite détaillé. 
 
En conclusion, son rapport coût-efficacité, sa facilité d'utilisation, sa rapidité, sa stabilité in vivo 
et in vitro, sa nomenclature internationale normalisée et l’exportabilité complète des données 
via la base de données Ridom SpaServer,  font du spa typing l'outil le plus utilisé pour 
caractériser les isolats de S. aureus aux niveaux local, national et international (Aires-de-Sousa 
et al., 2006; Grundmann et al., 2010; Harmsen et al., 2003). La base de données en ligne recense 
à ce jour 788 unités de répétitions différentes et 18772 spa types.  
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2.4.2.2. clfA et clfB typing 
Malgré ses nombreux avantages, le spa typing reste moins discriminant que la PFGE. Cette 
limite peut entraver l’identification de nouveaux clones émergents et les enquêtes au cours 
d’épidémies dans les hôpitaux, les microvariations génétiques des répétitions au sein des clones 
épidémiques semblant se produire à une vitesse d’évolution assez lente. Afin de surmonter ce 
problème, d’autres loci capables de discriminer les souches au sein de groupes clonaux sont 
nécessaires. Dans cette perspective, des méthodes reposant sur le séquençage des régions 
répétées (domaines R) des gènes clfA et clfB ont été développées et évaluées.  
 
clfB typing 
Le gène clfB de S. aureus code une protéine MSCRAMM qui se lie au fibrinogène et à la 
kératine, et facilite la colonisation nasale de S. aureus (O’Brien et al., 2002). Cette protéine a 
également été impliquée dans la pathogenèse d'endocardite chez le rat provoquée par S. aureus 
(Entenza et al., 2000).  
Le clfB typing repose sur le séquençage de la région répétée de 18 pb du gène, codant un 
dipeptide SD (Figure 71). Il a été décrit en 2005, dans l’objectif d’évaluer sa capacité à indexer 
la microvariation génétique pour différencier des spa types identiques au sein de groupes de 
souches de S. aureus étroitement apparentées (Koreen et al., 2005).  
 
Figure 71. Organisation structurelle de la protéine ClfB (Koreen et al., 2005). La taille de la région répétée 
(SD Repeat Region) comprend entre 140 et 268 acides aminés. S, peptide signal; A, région de liaison à la 
kératine et au fibrinogène; W, région s’étendant dans le peptidoglycane; M, région transmembranaire. 
 
L’analyse de Koreen et al. a porté sur 116 souches cliniques de S. aureus isolées de contextes 
cliniques d’infection ou de portage. La région répétée du gène clfB a été amplifiée par PCR et 
séquencée pour l’ensemble des isolats, le nombre de répétitions variant de 24 à 46 (420 à 804 
pb). Du fait de mutations ponctuelles, 81 motifs répétés ont été identifiés, dont seulement neuf 
comportaient 12 pb. Au total, la combinaison de ces motifs répétés a conduit à l’identification 
de 37 clfB types. Dans un échantillon de 36 isolats génétiquement diversifiés bien caractérisés, 
le clfB typing a subdivisé des profils identiques de spa types et de PFGE, qui avaient été 
discriminés par micropuces à ADN construites sur le génome entier. Alors que le clfB typing 
seul ne semblait pas très discriminant (DIclfB = 0,91), la combinaison avec le spa typing 
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augmentait considérablement le pouvoir de résolution (DIclfB-spa = 0,99) (Koreen et al., 2005). 
De plus, le clfB typing a subdivisé des isolats appartenant au spa type t002, clone le plus répandu 
aux États-Unis, et qui avaient été différenciés par PFGE. Ainsi, au cours d’enquêtes 
d’épidémies hospitalières, si deux souches de même spa type ont des clfB types différents, il est 
probable qu’elles ne proviennent pas d’un même foyer épidémique. Le clfB typing a de plus 
démontré une stabilité in vitro et in vivo à long terme. Le clfB typing peut donc être considéré 
comme un marqueur très stable de la microvariation, pouvant servir d'alternative à la PFGE 
pour analyser des collections d'isolats dans des études épidémiologiques locales (isolats de spa 
types identiques pour lesquels une discrimination supplémentaire est nécessaire) mais 
également dans des études de population à long terme (Koreen et al., 2005).  
Des résultats contradictoires ont été décrits au cours d’une étude allemande menée la même 
année sur des isolats épidémiques de MRSA, qui n’a pas démontré d’intérêt à la combinaison 
de l’étude des gènes spa et clfB (Harmsen, 2005). Trente-sept isolats provenant de deux 
hôpitaux et appartenant à cinq spa types représentatifs ont été analysés. Seulement quatre clfB 
types ont été identifiés, montrant que ce marqueur n’offrait pas de pouvoir discriminant 
supplémentaire. En outre, la taille élevée de la région répétée de clfB rendait son utilisation 
difficile dans le typage de routine de MRSA. Cependant, cette étude avait été menée sur un 
faible nombre d’isolats et de spa types. 
Plus tard, Kuhn et al. ont démontré l’intérêt d’un schéma de typage basé sur des séquences de 
500 pb des gènes clfB et spa en alternative à la PFGE (Kuhn et al., 2007). Pour cela, trois 
ensembles de 48 souches de MRSA ont été analysés, comprenant des isolats (i) génétiquement 
très diversifiés, (ii) génétiquement apparentés et (iii) obtenus à partir de porteurs au long cours. 
Les performances de quatre marqueurs hautement polymorphes de S. aureus (clfA, clfB, fnbA 
et spa) ont été analysées et comparées à la PFGE. Aucun des marqueurs à lui seul ne pouvait 
égaler le pouvoir discriminant de la PFGE (63 génotypes; DIPFGE = 0,96). Par contre, la 
combinaison des séquences en 3’ d'environ 500 pb des marqueurs pouvait s’avérer utile, la 
meilleure performance étant obtenue avec la combinaison de clfB et spa (57 génotypes;  
DIclfB-spa = 0,94). De plus, aucune modification des séquences n'a été observée pour aucun des 
marqueurs sur une période de plus de 4 ans, alors que pour la PFGE des changements de profils 
étaient survenus après plusieurs mois.  
Le séquençage de la région répétée du locus clfB a également été utilisé en association à la 
MLST dans des études de portage nasal de S. aureus, permettant d’augmenter le pouvoir 
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discriminant, mais ne permettant pas de distinguer les souches associées au portage nasal de 
celles associées à un contexte d’infection (Lamers et al., 2011; Muthukrishnan et al., 2013). 
 
clfA typing 
La région répétée du gène clfA a été évaluée comme potentiel outil de typage par Said et al., 
dans l’objectif de savoir si ce marqueur était capable de différencier des lignées spécifiques de 
l’hôte (Said et al., 2009, 2010). En effet, l'une des préoccupations de santé publique et de 
l'industrie laitière est l'émergence de souches virulentes de S. aureus responsables de mammites 
bovines, nécessitant la mise au point de méthodes permettant de suivre rapidement ces lignées. 
La première étude a porté sur 55 souches de S. aureus : 24 responsables d'infections humaines, 
19 de mammites bovines et 12 souches dont le génome était séquencé ou de souches de 
référence (Said et al., 2009). La région répétée a été amplifiée et séquencée pour toutes les 
souches, le nombre de répétitions variant de 36 à 73. Au total, 27 génotypes ont été identifiés, 
les souches humaines et bovines appartenant à des clusters distincts. De plus, les isolats 
humains étaient polymorphes (23 génotypes, DI = 0,97), tandis que les isolats de mammites 
étaient clonaux (trois génotypes, dont un très dominant, DI= 0,30), pouvant indiquer une 
sélection de ce clone dans la glande mammaire. Les répétitions restaient stables au cours de 
passages dans du lait, du bouillon nutritif et dans des tests in vitro d’invasion de lignées de 
cellules mammaires (Said et al., 2009).  
La même équipe a ensuite typé par clfA typing 87 isolats de S. aureus responsables de mammites 
bovines isolés de quatre régions du Canada, et comparé les résultats aux méthodes de PFGE et 
spa typing (Said et al., 2010). Le clfA typing s’est révélé concordant avec les résultats de PFGE 
et de spa typing tout en étant aussi discriminant, permettant de mettre en évidence des sous-
populations distinctes au sein des isolats clonaux responsables de mammites.  
Ainsi, de par sa simplicité et sa reproductibilité, le clfA typing peut être utilisé comme outil de 
première ligne pour l’identification des lignées associées aux mammites, et comme méthode de 
typage complémentaire pour suivre la transmission, l'écologie et l'évolution de S. aureus. 
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Au cours des dernières années, les techniques de typage moléculaire ont donc été déterminantes 
en microbiologie clinique et en santé publique. L’automatisation des méthodes, l'amélioration 
de leur résolution, la conception d'outils bioinformatiques et de bases de données en ligne ont 
permis des études épidémiologiques chez presque toutes les espèces pathogènes (Sabat et al., 
2013). Néanmoins, la plupart des infections sont causées par des souches appartenant à un 
nombre relativement restreint de lignées, comme cela a par exemple été montré pour S.aureus 
(Enright et al., 2002). Les méthodes décrites précédemment présentent l’inconvénient de ne 
s’intéresser qu’à quelques gènes ; elles peuvent ainsi parfois ne pas différencier des isolats très 
proches. Par conséquent, dans certaines situations, l'utilisation combinée de plusieurs méthodes 
peut s’avérer nécessaire pour une discrimination plus précise. L’avènement des technologies de 
NGS promet de pallier ce problème, proposant une épidémiologie génomique à haute résolution 
(Salipante et al., 2015). 
 
2.5. Next generation sequencing (NGS) 
L'émergence des technologies de NGS a rendu le séquençage du génome entier bactérien 
accessible à de nombreux laboratoires. Les coûts associés ne cessant de diminuer, le NGS 
apparaît comme un outil très attrayant, qui devrait prochainement remplacer les méthodes de 
typage actuellement utilisées en raison de sa résolution ultime (Lakhundi and Zhang, 2018; 
Sabat et al., 2003). Cette technologie permet en effet d’avoir accès à l’ensemble des 
modifications du génome : SNPs, insertions, délétions ou recombinaisons et éléments 
génétiques mobiles, permettant des études micro-épidémiologiques fines comme macro-
épidémiologiques. 
Cependant, une des questions est de savoir comment analyser les données du génome à des fins 
de caractérisation épidémiologique. Les informations obtenues peuvent être comparées avec les 
méthodes de typage traditionnelles comme la MLST, et le pouvoir discriminant beaucoup plus 
élevé du NGS peut permettre la discrimination d'isolats très proches qui relèvent du même ST 
par exemple. Les approches utilisées comprennent notamment le core-genome MLST 
(cgMLST), le whole-genome MLST (wgMLST), ou encore l’analyse whole-genome des SNPs 
(Schürch et al., 2018).  
Au sein du genre Staphylococcus, les études de NGS ont essentiellement porté sur l’espèce  
S. aureus. Depuis les premiers génomes de S. aureus publiés, qui ont fourni un aperçu de la 
structure du génome et du contenu en gènes (Kuroda et al., 2001), des milliers de génomes 
provenant de souches d’origines cliniques et géographiques différentes ont été séquencés.  
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La comparaison de ces génomes a permis de mieux comprendre la structure de la population de 
l’espèce, son évolution, l’émergence et l’expansion de clones virulents et/ou résistants et les 
bases moléculaires de l’adaptation à une niche (Figure 72) (Fitzgerald and Holden, 2016). Ces 
analyses ont notamment confirmé la nature clonale de l’espèce avec un taux de recombinaison 
au sein du core-genome similaire à celui prédit par MLST, mais qui s’est révélé plus élevé au 
sein du génome accessoire (Castillo-Ramírez et al., 2012).  
 
 
Figure 72. Apports de la comparaison des génomes de S. aureus (Fitzgerald and Holden, 2016). 
 
 
De plus, les données génomiques peuvent être utilisées dans les enquêtes au cours 
d’épidémies pour contrôler et exclure les cas de transmissions de souches. Le NGS offre en 
effet le pouvoir de résolution suffisant pour réfuter des événements de transmission indiqués 
par les méthodes conventionnelles (même ST et spa type par exemple). Cependant, l’utilité du 
NGS dans ce contexte reste encore limitée, du fait d’un manque d’outils bioinformatiques 
dédiés à une analyse en routine. L’optimisation de ces outils pour convertir les flots de données 
en résultats exploitables rapidement est donc primordiale pour son implémentation (Durand et 
al., 2018; Eyre et al., 2012; Köser et al., 2012).  
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3. Travail personnel : développement de méthodes de génotypage à visée 
épidémiologique chez S. lugdunensis 
 
3.1. Publication n°2 : apport des méthodes MLVA et TRST dans le génotypage 
de S. lugdunensis 
3.1.1. Introduction 
Contexte et objectifs de l’étude 
Les méthodes de génotypage précédemment développées pour S. lugdunensis, la MLST et la 
MVLST, ont révélé une structure de population fortement clonale de cette espèce, évoluant 
principalement par accumulation de mutations (Chassain et al., 2012; Didi et al., 2014). Aucune 
de ces deux méthodes n’a mis en évidence de lien entre lignées phylogénétiques et contexte 
clinique d’isolement des souches. La MVLST s’est révélée plus discriminante que la MLST, 
autorisant même un schéma de typage réduit à une analyse trilocus. Les quelques études 
épidémiologiques menées chez S. lugdunensis ont révélé que certaines lignées, et plus 
particulièrement certains génotypes, sont de large diffusion géographique, comme le ST6, CC1 
(VT1) et le ST3, CC3 (VT35) (Ho et al., 2015; Yeh et al., 2016).  
Dans ce contexte, il est apparu intéressant de mettre au point des techniques de typage 
potentiellement plus discriminantes pour suivre l’émergence et la diffusion de tels clones. Nous 
avons ainsi choisi d’étudier l’apport du polymorphisme génétique fourni par les VNTRs pour 
le typage de S. lugdunensis. En effet, l’évolution rapide du nombre de répétitions de ces 
marqueurs en font des outils intéressants pour des analyses micro-épidémiologiques, permettant 
la différenciation de souches au sein d’une population bactérienne clonale (van Belkum, 2007; 
Melles et al., 2009). De plus, les VNTRs accumulant des SNPs à une vitesse plus lente que celle 
affectant le nombre des répétitions, leur séquençage peut augmenter le pouvoir discriminant 
tout en reflétant la réalité structurelle de la population (ZaiSS et al., 2009).  
Ainsi, les objectifs de cette étude étaient d’identifier pour la première fois chez S. lugdunensis 
des loci de VNTRs et de les séquencer afin (i) de développer deux nouvelles méthodes de typage 
basées sur l’étude du nombre de répétitions de ces VNTRs (MLVA) ainsi que sur la variabilité 
de leurs séquences (TRST), et (ii) d’évaluer leurs performances par rapport aux méthodes 
existantes de MLST et MVLST. 
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Résultats 
La première étape de développement des méthodes de MLVA et TRST a consisté en l’analyse 
in silico de génomes de S. lugdunensis à l’aide de l’outil Tandem Repeats Finder (Benson, 
1999), dans l’objectif d’identifier des VNTRs et de sélectionner les plus appropriés à des 
analyses phylogénétiques. La démarche est illustrée dans la Figure 73. 
 
Figure 73. Démarche de sélection des loci de variable number of tandem repeats (VNTRs) chez  
S. lugdunensis. 
 
Le pouvoir discriminant des 28 loci de VNTRs identifiés in silico a été évalué par amplification 
et séquençage sur un panel de 30 isolats de S. lugdunensis préalablement caractérisés par MLST 
et MVLST. Ce panel était constitué d’isolats représentatifs de la diversité génétique de l’espèce 
(21 STs, 6 CCs), et contenait cinq paires d’isolats épidémiologiquement liés.  
Sept VNTRs, nommés SLU1 à SLU7, ont ainsi été retenus pour les schémas MLVA/TRST. 
Quatre d’entre eux étaient situés dans des séquences codantes, et trois étaient intergéniques. La 
taille des unités de répétitions était comprise entre 24 et 58 pb. Les cinq paires d'isolats 
épidémiologiquement liés présentant un même ST appartenaient également à un même MT et 
un même TRST type (TRT) par MLVA et TRST respectivement, attestant de la concordance 
épidémiologique de ces méthodes. 
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Les techniques MLVA/TRST ont ensuite été appliquées à une collection de 98 souches 
cliniques de S. lugdunensis collectées entre 2013 et 2016 au CHU de Strasbourg, 82 isolées 
dans un contexte d’infections sévères issues de l’étude VISLISI (Argemi et al., 2017c) et 16 
isolées en situation de portage. En parallèle, un typage par MLST et MVLST trilocus a été 
effectué sur ces souches.  
L’analyse de l’ensemble de la collection (128 isolats) a montré que les techniques de MLVA et 
TRST étaient beaucoup plus discriminantes que les techniques de MLST et MVLST trilocus, 
tant en termes de génotypes identifiés que d’indice de diversité de Simpson. En effet, le typage 
par MLST et MVLST trilocus a permis d’identifier 25 STs (DIMLST = 0,899) et 21 VTTs 
(DIMVLSTT = 0,845) respectivement, tandis que la MLVA et la TRST ont permis l’identification 
de respectivement 55 MTs (DIMLVA = 0,933) et 69 TRTs (DITRST = 0,943). La TRST affinait 
ainsi la classification obtenue par la MLVA, permettant d’identifier de nouveaux allèles pour 
un quart des MTs.  
De façon intéressante, les regroupements phylogénétiques obtenus par les quatre méthodes 
étaient très congruents. En outre, les techniques de MLVA et TRST permettaient la 
discrimination de nouveaux génotypes dans les lignées phylogénétiques définies par la MLST, 
et notamment au sein des CCs particulièrement prévalents (CC1 et CC3). Aucun génotype 
spécifique à un contexte clinique n'a été identifié.  
Enfin, l'analyse de la stabilité des sept loci de VNTR a révélé que, pour les deux souches testées, 
des profils identiques de MLVA et de TRST ont été obtenus pour les isolats parentaux et leurs 
10ème, 20ème et 30ème sub-cultures, indiquant que ces VNTRs étaient stables dans le temps 
en termes de nombre de répétitions comme de séquences nucléotidiques. 
Cette étude a donc fourni une description des deux premières méthodes basées sur les VNTRs 
pour le génotypage de S. lugdunensis. La MLVA et la TRST prédisent les CCs de MLST avec 
une grande précision, tout en discriminant des souches appartenant à certaines lignées. Basées 
sur des données non ambiguës et exportables, ces techniques représentent ainsi des outils 
prometteurs pour des études micro- comme macro-épidémiologiques chez S. lugdunensis.   
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication en  Août 2018 dans la revue Scientific Reports (Dahyot 
et al., 2018), ainsi que de deux communications affichées (RICAI, Paris, 2016 ; ECCMID, 
Madrid, 2018).  
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3.1.2. Publication n°2 
 
Multiple-Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) and Tandem Repeat 
Sequence Typing (TRST), helpful tools for subtyping Staphylococcus lugdunensis. 
 
Sandrine Dahyot, Jérémie Lebeurre, Xavier Argemi, Patrice François, Ludovic Lemée, Gilles 
Prévost, Martine Pestel-Caron. Sci Rep. 2018 Aug 3;8(1):11669. 
DOI 10.1038/s41598-018-30144-y 
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Multiple-Locus Variable Number 
Tandem Repeat Analysis (MLVA) 
and Tandem Repeat Sequence 
Typing (TRST), helpful tools 
for subtyping Staphylococcus 
lugdunensis
Sandrine Dahyot1, Jérémie Lebeurre  2, Xavier Argemi3,4, Patrice François5, Ludovic Lemée1, 
Gilles Prévost3 & Martine Pestel-Caron1
Staphylococcus lugdunensis is an emergent virulent coagulase-negative Staphylococcus that is 
increasingly responsible for severe infections. In an attempt to generate informative sequence data for 
subtyping S. lugdunensis, we selected and sequenced seven polymorphic variable number of tandem 
repeats (VNTRs) to develop two new methods: a classic length-based multiple-locus VNTR analysis 
(MLVA) method and a tandem repeat sequence typing (TRST) method. We assessed their performances 
compared to two existing methods, multilocus sequence typing (MLST) and multivirulence-locus 
sequence typing (MVLST) for 128 isolates from diverse clinical settings and geographical origins. The 
clustering achieved by the four methods was highly congruent, with MLVA discriminating within clonal 
complexes as defined by MLST. Indeed, MLVA was highly discriminant compared to MLST and MVLST in 
terms of number of genotypes as well as diversity indexes. Sequencing of the seven VNTRs showed that 
they were stable, and analysis of sequence polymorphisms provided superior discriminatory power. The 
typeability, reproducibility, and epidemiological concordance of these new methods were excellent. 
Of note, no link between clustering and clinical settings was identified. This study demonstrates that 
MLVA and TRST provide valuable information for molecular epidemiological study of S. lugdunensis, and 
represent promising tools to distinguish between strains of homogenous lineages in this clonal species.
Staphylococcus lugdunensis is a coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) belonging to the normal human skin 
microbiota1,2 that is increasingly recognized as a virulent pathogen in both community-acquired and healthcare 
associated infections3,4. This commensal bacterium has mainly been associated with serious infections, such as 
skin and soft tissue infections5,6, bone and joint infections7,8, but also bacteremia and endocarditis9,10. Thus, the 
pathogenicity of S. lugdunensis is closer to that of S. aureus than that of other CoNS; it may be related to virulence 
factors such as a fibrinogen binding protein11, a von Willebrand factor-binding protein12, synergistic hemolysins13 
or a metalloprotease14.
Several molecular typing methods are currently available for S. lugdunensis strains such as macrorestriction 
analysis using pulsed-field gel electrophoresis15 and multilocus sequence typing (MLST)16. The latter is consid-
ered as the gold standard method for epidemiological typing and population genetic study of S. lugdunensis. 
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Recently, we developed a multivirulence-locus sequence typing (MVLST) method, based on the sequence data 
of seven known or putative virulence-associated loci17. MVLST was significantly more discriminant than MLST, 
even allowing a trilocus sequence typing method for microepidemiological purposes. Phylogenetic analyses by 
MLST and MVLST revealed a clonal population structure, a mutational evolution of this pathogen, and a lack of 
hypervirulent lineages.
An interesting source of genetic polymorphism is provided by tandemly repeated sequences, known as var-
iable number of tandem repeats (VNTRs), whose number of repetitions varies at different rates depending on 
the different loci and even alleles18. Molecular typing based on the analysis of repeat copy number at multiple 
VNTR loci, known as multiple-locus VNTR analysis (MLVA), is a genotyping method that is being used for 
strain comparison, and can also provide insights into population structure19. This method has already been suc-
cessfully applied to many other bacterial species and showed a high level of discrimination19–23. Especially, meas-
uring repeat polymorphisms in clonal microorganisms can provide a solid basis for genetic type assignment24. 
In addition, to increase the discriminatory power of MLVA, sequencing repeated sequences that display internal 
variability can be performed25.
The aims of this study were to identify VNTR loci and to sequence them in order (i) to develop the first 
length-based MLVA method and a sequence-based MLVA (tandem repeat sequence typing) method for S. lug-
dunensis, and (ii) to evaluate and compare the added value of these new methods with the existing methods 
MLST and MVLST in terms of S. lugdunensis strain discrimination within clonal groups.
Results
MLST and MVLST genotyping. To determine their diversity and whether they belong to major clonal 
complexes, we analyzed 128 S. lugdunensis clinical isolates by MLST and MVLST. Data for 20 isolates were derived 
from our previous studies16,17, while we performed MLST and MVLST analysis of 108 additional clinical isolates 
for the purposes of the present study.
MLST analysis on the 128 isolates identified 25 sequence types (STs). Two new STs, designated ST31 and ST32, 
were incorporated in the online database (http://bigsdb.web.pasteur.fr/staphlugdunensis). ST3 was the most com-
mon ST (n = 29), followed by ST2 (n = 15) and ST24 (n = 15). The 25 STs were distributed over 7 clonal com-
plexes (CC1 to 7) and 2 singletons, as shown in the minimum spanning tree (Fig. 1). The main clonal complex was 
CC1 (n = 38), consisting of 5 STs (1, 6, 7, 12 and 15, with ST6 as the primary founder) followed by CC3 (n = 31) 
with 3 STs (3, 16 and 20 with ST3 as the primary founder).
MVLST performed on the 128 isolates revealed that the number of individual alleles for each of the three 
genes ranged from 10 (for SLUG_16930 and atlLR3) to 11 (for isdJ). Twenty-one trilocus virulence types (VT
Ts) 
were assigned; 3 major VTTs (VTT1, VTT15 and VTT16) were shared by 81 isolates. Five new VTT were identified 
(VTT34 to 38). The clustering obtained by MVLST was similar to that observed by MLST. For instance, VTT15 
and VTT16 corresponded to ST2 and ST3 respectively, VTT1 clustered into 4 STs (ST1, ST6, ST12 and ST15) from 
CC1 and 3 linked VTTs (VTT13, VTT34 and VTT37) belonged to ST24.
No correlation was found between genotype and clinical origin; for example, CC1 was shared by isolates from 
8 different clinical contexts. Isolates recovered from hematogenic infections (blood or osteoarticular isolates) or 
from skin and soft tissue infections did not cluster in separate lineages. Nevertheless, an interesting trend was 
observed: 4 of 5 device-associated infection isolates belonged to CC3 (VTT16). Pathogenic and carriage iso-
lates overlapped in their genotype distribution, with 4 of 7 CCs containing isolates from both sources. However, 
although carriage isolates did not cluster in a unique lineage, 59% (10/17) belonged to CC3 and 53% (9/17) 
belonged to VTT16.
MLVA genotyping and clustering. Based on the S. lugdunensis genomes available in GenBank database, 
7 VNTR loci were selected and evaluated on the validation panel of 30 isolates. Four VNTR loci were located in 
open reading frames; SLU2, SLU3 and SLU6 were located in genes encoding hypothetical proteins while SLU7 
was located in a gene encoding an AraC family transcriptional regulator. Three VNTRs (SLU1, SLU4 and SLU5) 
were located in non-coding regions. The tandem repeat (TR) unit size of the 7 VNTRs was between 24 and 58 bp 
(Table 1), while the number of TRs ranged from 1 to 11. MLVA discriminated 19 MLVA types (MTs) among the 
30 isolates. The 5 pairs of isolates considered as clonal by MLST were also found to be clonal by MLVA, attesting 
the epidemiological concordance of the method.
The MLVA assay was then applied to the analysis of an expanded panel of 98 S. lugdunensis clinical isolates 
from highly diverse clinical situations. The 7 VNTR loci were amplified and sequenced for all 98 isolates. Diversity 
in the number of TRs varied among the various VNTR loci. The largest observed variation in VNTR size was 
found for SLU3 and spanned from 3 to 11 repeats (Table 1). MLVA discriminated 42 MTs among the 98 isolates. 
Four MTs were represented by more than 5 isolates: MT1 (n = 23), MT2 (n = 12), MT3 (n = 7) and MT4 (n = 6). 
Twenty-nine MTs were represented by only 1 isolate.
Finally, the 7 selected VNTRs enabled identification of 55 different MTs for the overall panel of 128 isolates 
tested in this study. A complete overview of these allelic profiles is presented in Table S4. Simpson’s diversity 
index (DI) was calculated for each of the 7 loci to evaluate their discriminatory power. The SLU3 locus showed 
the highest DI value (0.679), with the highest number of TR; the lowest DI value was observed for the SLU7 locus 
(0.090) (Table 1). MLVA combined 2 markers (SLU7 and SLU5) with a low discriminatory power (DI < 0.5) with 
5 highly discriminant markers.
The genetic relationships of the 128 isolates were deduced by the construction of an unweighted pair group 
method with arithmetic mean (UPGMA) tree (Fig. 2) and a minimum spanning tree (Fig. 3). For the minimum 
spanning tree analysis, MLVA complexes (MCs) were created if 6 of the 7 VNTR loci were identical. This analysis 
defined 6 different MCs (MC1 to 6) and 10 singletons (Fig. 3a). Two of the MCs, MC1 (30 isolates) and MC2 (54 
isolates), were predominant. Of the 128 isolates analyzed in the study, 91% were part of an MC. With the UPGMA 
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algorithm, an MLVA cluster was defined by a cutoff value of 67% similarity (Fig. 2). Eight MLVA clusters (cluster 
I to VIII), each containing more than 2 isolates, and 7 singletons were identified. The predominant cluster, cluster 
I, included 51 isolates. Overall, clusters were highly congruent with the 2 algorithms, UPGMA and minimum 
spanning tree.
The distribution of the isolates did not allow us to identify any correlation between MCs and clinical settings. 
However, 12 of 17 (70%) carriage isolates and 4 of the 5 device-associated infection isolates clustered into MC2 
(Fig. 3b), as observed with MLST and MVLST.
Compared to MLST, MLVA resulted in a higher differentiation of the S. lugdunensis isolates as 55 MTs were 
clustered into 6 MCs as opposed to 25 STs into 7 CCs. Interestingly, MLVA efficiently subdivided some CCs such 
as CC1 and CC5 (Table 2). On the contrary, isolates of CC2, represented by 5 STs, were less discriminated by 
MLVA with only 3 MTs. Despite obvious differences, there was considerable congruence between the cluster-
ing results obtained by the 2 typing methods, as shown by the MLVA-based minimum spanning tree (Fig. 3a). 
Especially, the CC1 isolates clustered into 2 linked MCs (MC1 and MC3), and the CC4 and CC5 isolates clustered 
into MC6 and MC5, respectively.
Tandem repeat sequence typing (TRST). Sequencing of the alleles of the 7 VNTRs was performed to 
determine their internal variability and size homoplasy. Sequencing led to the identification of single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in the TRs of all loci, and showed that no insertion or deletion was present in flanking 
sequences. For each VNTR, alleles defined for the overall panel of 128 isolates ranged from 4 (SLU7) to 27 (SLU3) 
(Table 1). The Simpson’s DI calculated for the 7 VNTRs based on TRST ranged from 0.120 for SLU7 to 0.889 for 
SLU3 (Table 1).
Analysis of the 7 VNTR sequences revealed a total of 21 TRST types (TRTs) among the 30 panel test isolates; 
epidemiologically-related isolates belonged to the same TRT, which is in favor of an in vivo stability of the VNTR 
Figure 1. Minimum spanning tree of the 128 S. lugdunensis isolates typed by multilocus sequence typing 
(MLST). The MLST sequences were concatenated and analyzed in BioNumerics. Clustering of MLST profiles 
was done using a categorical coefficient. The colors used are based on clonal complexes (CCs). Each circle 
represents a sequence type and its size is proportional to the number of strains. Thick, short lines connecting 
two types denote types differing in a single locus; thin, longer lines connect double-locus variants; and dashed 
lines indicate the most likely connection between two types differing in more than two loci. Gray zones around 
circles delineate CCs. CCs are also indicated in characters e.g. CC1 denotes MLST complex 1.
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sequences. A total of 69 TRTs were identified for all the 128 isolates, suggesting that TRST is slightly more discri-
minant than MLVA (55 MTs). A complete overview of these allelic profiles is presented in Table S4. TRT1 was the 
most common (n = 26), followed by TRT2 (n = 16) and TRT3 (n = 7). Sixty-one TRTs were represented by only 
1 isolate. A TRST cluster was defined by a cutoff value of 91% similarity with the UPGMA algorithm (Fig. S2). 
Nine TRST clusters (cluster I to IX), each containing more than 2 isolates were identified. The largest TRST 
cluster (cluster I) comprised 51 isolates represented by 11 TRTs. As illustrated by the UPGMA tree, these isolates 
belonged to the MC2 (Fig. S2).
Figure 4 illustrates the distribution of the distinct CCs onto the TRST diversity, similar to that obtained by 
MLST. Notwithstanding, as MLVA, TRST showed a variable level of discrimination according to CCs (Table 2). 
For example, TRST was highly discriminant for CC1 (28 TRTs versus 5 STs) and for CC6 (2 STs versus 10 TRTs).
As for MLVA, no correlation was observed between TRTs and clinical settings, but the majority of carriage 
(n = 11) and device-associated infection (n = 4) isolates remained clustered (TRST cluster I). Of note, 23 isolates 
collected from Strasbourg University Hospital between November 2013 and March 2016 could not be distin-
guished by both MLST (ST3) and MLVA/TRST (MT1/TRT1). As a fact, they could be considered as a clone. 
Interestingly, 14 isolates from 7 different clinical settings and 9 of the 16 carriage isolates belonged to this clone.
Discriminatory power and concordance between typing methods. To assess the respective dis-
criminatory power of the MLST, MVLST, MLVA and TRST methods, we excluded 5 of the 10 isolates that were 
isolated from the same patient and that were shown to be identical by all typing methods26. Simpson’s DI calcu-
lated on the basis of the 123 remaining unrelated isolates showed that MLVA (DIMLVA = 0.933) was more discrim-
inatory than MLST (DIMLST = 0.898) and MVLST (DIMVLST = 0.845) (Table 3). Moreover, discriminatory power 
contributed by the sequencing of the VNTR loci (DITRST = 0.943) was higher than the analysis of the size of the 
VNTRs.
Table 2 shows Simpson’s DI of the different methods according to the CCs defined by MLST. The higher level 
of discrimination of MLVA and TRST was particularly observed within the CC1 isolates, with DI of 0.949 and 
0.962 respectively, compared to MLST (DI = 0.737). Conversely, MVLST had a limited discriminatory power 
(DI = 0.206) for isolates of CC1.
The adjusted Wallace coefficient (AW) of MLVA, compared with that of MLST and MVLST, showed that 
MLVA had high congruence with MLST (AW = 0.826) and MVLST (AW = 0.815) (Table 4). This indicates that 
isolates from a given MT will have an 83% probability of sharing the same ST. Conversely, the congruency of 
MLST with MLVA indicates that isolates from a given ST will have only a 52% probability of belonging to the 
same MT. This confirmed that MLVA was more discriminatory than MLST. Moreover, the predictive ability of 
TRST for S. lugdunensis clustering was highly congruent with MLVA typing, and the probability that a pair of 
isolates with the same MT also shared identical TRT was 84% (Table 4).
Stability of VNTR loci. Examination of VNTR loci stability revealed that, for each isolate, identical MLVA 
profiles (in terms of TR number and sequences) were generated for the original isolates and their 10th, 20th and 
30th subcultures, indicating that the 7 VNTRs were stable.
Linkage disequilibrium. A quantitative analysis of the linkage between alleles from the 7 VNTR loci was 
performed by calculating the standardized index of association (IA
S). The linkage disequilibrium was shown to be 
significant in the LIAN 3.7 analysis, indicating a clonal population structure for the S. lugdunensis isolates. IA
S was 
calculated at 0.1819 for MLVA and 0.4639 for TRST at a significance of P < 1.00 × 10−5.
VNTR 
name Primer sequences (5′−3′)
Annealing 
temperature
Genome 
coordinatesa
Putative 
function
Repeat 
size (bp)
Copy no. 
range
MLVA method TRST method
DIb CIc 95%
No. of 
allelles DIb CIc 95%
SLU1
F: ATCTCAGGTAAGGATATTCGCATTG
R: CACAATGTTTCGTATTGAATGGCTT
56 °C
2201528
2201881
Non-coding 57 1–3 0.531 0.500–0.562 6 0.656 0.609–0.702
SLU2
F: TTTATCCCACAATCATTCCTTGC
R: GTTCCAGTCTCTTGTCAATTAGTTT
55 °C
2247710
2248186
Hypothetical 
protein
58 1–4 0.595 0.523–0.667 21 0.801 0.745–0.856
SLU3
F: CACAAGACAATAGTAACCAGAAAG
R: CTTTATTATTTGGTTGATTCGTTGG
55 °C
1080477
1080983
Hypothetical 
protein
48 3–11 0.679 0.615–0.743 27 0.889 0.859–0.918
SLU4
F: ATATTTCGTATTGTTGGCTCG
R: GAAGCGCATAGTGTAGATGA
53 °C
569800
569359
Non-coding 57 1–6 0.666 0.617–0.715 14 0.757 0.706–0.808
SLU5
F: TTTAACATCATTGCAGGTCG
R: CAGCAGAATACCATTTCAATTACA
53 °C
2497844
2497405
Non-coding 57 2–5 0.479 0.393–0.566 19 0.849 0.819–0.879
SLU6
F: TACATTAAAGCTAGTTTGCAG
R: AAATAAGTGAAGGACGTGATG
60 °C
2115216
2115837
Hypothetical 
protein
58 1–5 0.566 0.503–0.629 18 0.850 0.819–0.880
SLU7
F: CAATGATGATGCCTAACACCG
R: AATTATGGATTATATCGAGCG
58 °C
2254827
2255435
AraC family 
transcriptional 
regulator
24 2–3 0.090 0.022–0.158 4 0.120 0.043–0.197
Table 1. Primers used for MLVA and TRST methods and characteristics of the 7 variable number of tandem 
repeat (VNTR) loci. aNucleotide coordinates in the reference strains S. lugdunensis N920143 chosen for primer 
design. bDI: Simpson’s diversity index. cCI: confidence interval.
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Discussion
Because S. lugdunensis is more virulent than other CoNS27, MLST and MVLST were developed to characterize the 
links between within-species genetic variations and characteristics, such as pathogenic potential, virulence, and 
epidemiology. To further delineate the lineages and clonal groups previously described by these typing methods, 
Figure 2. Multiple-locus VNTR analysis (MLVA) clustering of the 128 isolates of S. lugdunensis by the 
unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) method. The names of isolates, MLST 
sequence type (ST), MLST clonal complex (CC), MVLST trilocus virulence type (VTT), MLVA type (MT), 
TRST type (TRT), the clinical sources and the city of isolates are shown on the right. A cutoff value of 67% 
similarity was applied to define MLVA clusters (named MLVA cluster I to VIII). The colors used are based on 
MLVA complexes (MCs).
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MLVA has attracted intense interest. In this study, we developed a classic seven loci MLVA typing method and 
a sequence-based MLVA method (TRST), and compared them with MLST as a reference method and with the 
virulence-associated trilocus method (MVLST). The relevance of these new molecular tools was investigated 
against a genetically diverse set of 128 S. lugdunensis isolates collected from various clinical settings and geo-
graphical origins.
One hundred TR sequences contained in the S. lugdunensis genomes available in GenBank database were 
initially identified in silico. Finally, seven VNTRs were selected because they met the preconditions described in 
the methods section and for their discriminatory power. PCR amplification and sequencing of the seven VNTRs 
were achieved for all the 128 isolates tested representing a typeability of 100%. MLVA proposes here a set of 
Figure 3. Minimum spanning tree of the 128 S. lugdunensis isolates typed by multiple-locus VNTR analysis 
(MLVA). The MLVA data were analyzed in BioNumerics. Clustering of MLVA profiles was done using a 
categorical coefficient. The colors used are based (a) on clonal complexes (CCs) defined by MLST and (b) on 
clinical contexts. Each circle represents an MLVA type. Thick, short lines connecting two types denote types 
differing in a single locus; thin, longer lines connect double-locus variants; and dashed lines indicate the most 
likely connection between two types differing in more than two loci. Gray zones around circles delineate MLVA 
complexes (MCs). MCs are also indicated in characters e.g. MC1 denotes MLVA complex 1.
CC (no. of isolates)
MLST MVLST MLVA TRST
No. of STs DIa No. of VTTs DIa No. of MTs DIa No. of TRTs DIa
1 (37) 5 0.737 4 0.206 22 0.949 28 0.962
2 (18) 5 0.405 3 0.307 3 0.216 5 0.405
3 (30) 3 0.131 2 0.067 6 0.310 6 0.310
4 (6) 3 0.600 3 0.600 5 0.933 6 1.000
5 (10) 3 0.511 2 0.200 7 0.911 8 0.956
6 (15) 2 0.133 3 0.257 7 0.724 10 0.914
7 (4) 2 0.667 2 0.667 3 0.833 3 0.833
Total 25 0.898 21 0.845 55 0.933 69 0.943
Table 2. Abilities of the four typing methods to discriminate isolates within major S. lugdunensis clonal 
complexes (CCs) defined by MLST. aDI: Simpson’s diversity index.
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markers with different DIs (0.090 to 0.679). Markers with a moderate DI (<0.5), presumably reflecting their slow 
rate of evolution, define clusters. Conversely, VNTRs displaying more diversity and more rapid evolution reflect 
variability within clusters. Our MLVA method is similar to those proposed for S. aureus20 or S. epidermidis21, in 
terms of number of VNTRs and diversity indexes. Of note, 5 of the 7 VNTRs presented similarities (80 to 90% 
Blast identity) with other staphylococci, including S. aureus and S. haemolyticus, but the 7 primers are specific to 
the species S. lugdunensis excluding the possibility of false positive amplifications.
In the midst of all VNTRs identified with Tandem Repeats Finder software, some have been eliminated 
because fragments were too long to be amplified and sequenced in standard PCR conditions. For example, some 
were located in genes encoding putative surface-exposed proteins, like sls genes, as described by Heilbronner 
et al.28. However, these VNTRs could be attractive because the number of repeats is possibly more subjected to 
Figure 4. Minimum spanning tree of the 128 S. lugdunensis isolates typed by tandem repeat sequence typing 
(TRST). The VNTR sequences were combined into a composite dataset and analyzed in BioNumerics. 
Clustering of MLVA profiles was done using a categorical coefficient. Each circle represents a TRST type. The 
colors used are based on clonal complexes (CCs) defined by MLST. Thick, short lines connecting two types 
denote types differing in a single locus; thin, longer lines connect double-locus variants; and dashed lines 
indicate the most likely connection between two types differing in more than two loci.
Typing method Number of types DIa CIb 95%
MLST 25 0.898 0.871–0.925
MVLST 21 0.845 0.809–0.880
MLVA 55 0.933 0.905–0.961
TRST 69 0.943 0.915–0.971
Table 3. Simpson’s diversity index of the four typing methods. aDI: Simpson’s diversity index. bCI: confidence 
interval.
MLST MVLST MLVA TRST
MLST 0.858 (0.756–0.959) 0.524 (0.407–0.641) 0.482 (0.368–0.597)
MVLST 0.531 (0.445–0.618) 0.320 (0.228–0.412) 0.289 (0.199–0.380)
MLVA 0.826 (0.736–0.916) 0.815 (0.677–0.953) 0.838 0.755–0.922)
TRST 0.906 (0.834–0.979) 0.878 (0.742–1.000) 1.000 (1.000–1.000)
Table 4. Adjusted Wallace coefficients and 95% confidence interval of the four typing methods.
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selective pressure. Indeed, previous MLVA studies of Staphylococcus21,29 and Streptococcus agalactiae22 found high 
variability in genes encoding Sdr adhesins and FbsA surface protein, respectively. Thus, these targets would be 
interesting to include in an MLVA method based on a whole genome sequencing approach.
We compared MLVA with the widely used MLST and the alternative trilocus MVLST. This latter method 
allowed us to define nearly the same number of profiles as MLST and was consistent with MLST, as unique STs 
or their single locus variants (SLVs) and double locus variants (DLVs) were found in each VTT group. Thus, this 
comparison confirms the coevolution of virulence-associated loci studied with housekeeping genes as shown pre-
viously17, and validates the use of the trilocus method as a good epidemiological tool while significantly reducing 
costs.
Analysis of the seven VNTRs on the overall panel of isolates revealed that MLVA was highly discriminant 
compared to MLST in terms of number of profiles as well as discriminatory index. This could be explained by the 
fact that VNTRs evolve more rapidly than housekeeping genes, limiting the MLST resolution. However, although 
these two methods measure different evolutional mechanisms at multiple genomic loci, similar clustering was 
obtained, probably due to the rarity of recombination among S. lugdunensis isolates16. Thus, our findings suggest 
that the loci targeted by MLVA provide a robust measure of genetic relationships. The greater discriminatory 
index of MLVA made it possible to distinguish between isolates within CCs defined by MLST, but this appeared 
highly CC-dependent. Indeed, some clones, especially CC1, showed a significant diversity with many genotypes 
identified by MLVA and TRST. On the contrary, CC2 was less discriminated by these methods, suggesting that 
CC2 has emerged more recently than CC1. The higher discriminatory power of MLVA in some lineages defined 
as clonal by MLST has previously been described for several other species such as Listeria monocytogenes23 and 
Streptococcus agalactiae22.
On the other hand, MLVA is generally considered as an unreliable phylogenetic method because of the high 
frequency of the independent evolution of the same repeat array sizes in different isolates (i.e. size homoplasy)30,31. 
Thus, sequencing was selected not only as a method for repeat number verification, but also to detect single nucle-
otide polymorphisms in addition to allele size, SNPs being less prone to homoplasy32. It allowed us to propose 
a TRST method, which proved more discriminating than MLVA. Indeed, 55 MTs were identified by analyzing 
repeat array sizes, whereas 69 TRTs were identified by sequencing, indicating that a quarter of these alleles were 
misclassified by conventional MLVA. Considering that the growing use of whole genome sequencing, with its 
continuously decreasing costs and increased rapidity33, the present TRST method offers an additional tool for 
a worldwide traceable picture of S. lugdunensis clones. New alleles and TRST types will be certainly identified 
by in silico-TRST analysis as new genome sequences become available, contributing to a global evaluation of S. 
lugdunensis epidemiology.
MLVA and TRST have strong potential for inter-laboratory comparisons, providing accurate and reproduc-
ible data that can easily be exchanged. We have proved that the VNTRs studied were stable during laboratory 
subcultures, in terms of number of repeats as well as nucleotide sequences, and found complete reproducibility. 
Furthermore, the epidemiological concordance of the related strains has been validated. Thus, our new MLVA 
and TRST methods fulfill a number of criteria recognized as important for the successful implementation of a 
typing method and the interpretation of its results26. Here, the use of seven VNTRs resulted in high discrimina-
tory capacity. Interestingly, the combination of only five markers (SLU1, SLU2, SLU3, SLU4 and SLU6) resulted in 
a highly similar clustering of isolates (44 MTs) while slightly decreasing the discriminatory capacity (DI = 0.920). 
This simpler version of the MLVA method could allow potential future use of multiplex PCR assays with fluores-
cent primers and determination of allele size by capillary electrophoresis.
In this study, no strong correlation was observed between genotypes and clinical settings of the 128 isolates. 
This could suggest that host susceptibility plays an important role in the propensity of isolates to cause disease, 
and/or that the virulence potential of isolates is not reflected by MLST or MLVA data. This has been described for 
S. aureus, for which MLST data do not provide any information regarding the pathogenicity of isolates, because 
changes in virulence correspond primarily to changes in the accessory, rather than core genome34. Like S. aureus, 
S. lugdunensis evolution is predominantly clonal16,17, therefore the study of the accessory genome could contribute 
to a better understanding of the genetic basis of these different clinical behaviors. On the other hand, the majority 
of carriage isolates and those collected from device-associated infections of this work were distributed in one 
complex whatever the typing method. Thus, it would be interesting to analyze a larger number of worldwide 
invasive and carriage S. lugdunensis isolates to measure the ratio of pathogenic to carrier strains for the various 
lineages. This ratio, combined with the study of the accessory genome, would help to investigate the existence of 
successful commensal clones.
As previously reported in other studies4,16, CC1 (n = 31) and CC3 (n = 26) were the most common clonal 
complexes identified by MLST for the 98 isolates collected at Strasbourg University Hospital. Within these CCs, 
the most prevalent STs were the primary founders of these complexes, ST6 (n = 14) and ST3 (n = 26) respectively. 
Interestingly, a particularly prevalent clone (n = 23), including virulent and carriage isolates, was identified by 
both MLST (ST3) and MLVA/TRST analysis (MT1/TRT1), even if the discriminatory power of these latter typing 
methods is high. Thus, whole genome (wg) sequencing, and particularly wgMLST, wgTRST and/or virulome 
determination, would be useful to identify markers to distinguish between such isolates. On the other hand, the 
fact that these isolates have been regularly identified from different patients and different hospital wards over a 
24-month period suggests that this could be a clone capable of long-term persistence. While ST3 has already been 
identified4,16, this present study is the first to describe it as a persistent clone. This has already been described by 
Cheng et al.35, who identified a major endemic ST6 clone of oxacillin-resistant S. lugdunensis in a tertiary medical 
center in Taiwan. However, unlike Cheng et al., ST3 isolates are not multiresistant to antibiotics, so their persis-
tence cannot be directly related to antibiotic pressure; it could be linked to a higher fitness under certain envi-
ronmental or clinical conditions. In the light of these results and that of Kassem et al.36, who showed that clinical 
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surfaces are frequently contaminated by S. lugdunensis, further investigations are needed to explore the mode of 
transmission and environmental reservoirs of this species.
In conclusion, this work provides a description of the first two VNTR-based methods for S. lugdunensis 
typing. MLVA and TRST are the most discriminant typing methods available to date. Furthermore, the anal-
ysis of the polymorphism of seven VNTRs in terms of variations in copy number of repeats, as well as internal 
sequence, allowed us to predict CCs with high accuracy while distinguishing strains belonging to some line-
ages. Sequence-based MLVA may prove particularly useful because it yields unambiguous data that can easily 
be exchanged and used for inter-laboratory comparisons. Resolving phylogenetic diversity to a high level in this 
clonal species, MLVA and TRST represent promising tools which could help to elucidate the global epidemiology 
and evolution of S. lugdunensis as well as to identify outbreaks.
Methods
Bacterial isolates. A total of 128 S. lugdunensis human isolates were used in this study (see Table S1 in the 
supplemental material). A first set of 30 isolates collected from five French regions and Sweden was used for an 
initial validation of two new typing methods. Among them, 20 epidemiologically unrelated isolates were used, 
including the reference strain ATCC 43809, 18 clinical isolates (bacteremia [n = 8], bone and joint infections 
[n = 4], skin and soft tissue infections [n = 3], medical device [n = 2] and other [n = 1]) as well as a carriage iso-
late. All 20 isolates were representative of the main clusters previously defined by MLST16 and MVLST17. To eval-
uate the epidemiological concordance of MLVA, we also included 5 pairs of isolates from patients at time intervals 
ranging from 0 to 17 days. Second, to assess the performances of MLVA, 82 clinical isolates (bone and joint infec-
tions [n = 28], skin and soft tissue infections [n = 23], bacteremia [n = 9], urinary tract infections [n = 5], medical 
device [n = 4] and other [n = 13]), collected during the VISLISI trial (Virulence of Staphylococcus lugdunensis 
in Severe Infections)14, and 16 carriage isolates (isolated from various anatomical locations not associated with 
infection) were included. These 98 isolates were collected from November 2013 to March 2016 at Strasbourg 
University Hospital, France. All the 128 isolates were identified by matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometer.
DNA extraction and PCR amplification. Isolates (stored at −80 °C before use) were grown overnight 
at 37 °C on tryptic soy agar with 5% horse blood agar plate. DNA was extracted using the InstaGene Matrix kit 
(Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) according to the manufacturer’s recommendations. PCRs were performed 
on a Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a final volume of 25 µl containing 
12.5 µl GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, Charbonnières-Les-Bains, France), 0.50 µM each primer and 5 µl 
of extracted DNA.
MultiLocus Sequence Typing (MLST). MLST genotyping was performed by sequencing seven gene loci 
(aroE, dat, ddl, gmk, ldh, recA and yqiL) as previously described16, except that the PCR products were purified 
and sequenced by GATC Biotech SARL (Konstanz, Germany). Allelic profiles and corresponding sequence types 
(STs) were assigned with BioNumerics software (Version 7.6, Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). The 
sequences of all new alleles and the new STs identified were entered into the international MLST database (http://
bigsdb.web.pasteur.fr/staphlugdunensis/). STs were clustered into clonal complexes (CCs) when they shared at 
least five identical alleles (single [SLV] or double locus variants [DLV]) with another member of the group, by 
using the eBURST V3 program (http://eburst.mlst.net).
MultiVirulence-Locus Sequence Typing (MVLST). MVLST genotyping was based on the sequence 
determination of the intragenic regions of three virulence-associated loci, atlLR3, isdJ, and SLUG_16930 as previ-
ously described17, except that the PCR products were purified and sequenced by GATC Biotech SARL (Konstanz, 
Germany). Sequences of the three loci were analyzed using BioNumerics software (Version 7.6, Applied Maths, 
Sint-Martens-Latem, Belgium) to determine allelic profiles and trilocus virulence type (VTT).
Multiple-Locus VNTR Analysis (MLVA) assay development. The genome sequences of S. lugdunen-
sis isolates N92014328 and HKU09-0137 were screened in silico for the presence of tandem repeats (TRs) by using 
Tandem Repeats Finder software, version 4.07b38. Primers flanking 28 potential VNTR loci were designed using 
the OLIGO Primer Design software (Molecular Biology Insights, USA); their specificity was evaluated by Blastn. 
Primers were tested on the panel of 30 genetically diverse S. lugdunensis isolates to assess amplification ability, 
repeatability and the level of polymorphism of these loci. A VNTR was validated as a good candidate for MLVA 
typing if the locus (i) was present in all isolates, (ii) exhibited a minimum size of 18 bp for an individual TR, and (iii) 
required a single primer pair for amplification and sequencing of the internal fragment. Of the 28 VNTRs tested, 
seven fulfilled the above mentioned criteria, and were named SLU (for S. lugdunensis) followed by a number.
The primers used for VNTR amplification and sequencing are presented in Table 1. VNTR loci were amplified 
in simplex PCRs using the following steps: denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 35 cycles of amplification 
including denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at a temperature depending on the primer pair for 30 s, and 
extension at 72 °C for 30 s. A final extension step was performed at 72 °C for 5 min. All PCR products were visual-
ized using gel-electrophoresis, purified, and sequenced by GATC Biotech SARL (Konstanz, Germany).
The number of TRs of each VNTR was determined with BioNumerics software (Version 7.6, Applied Maths, 
Saint-Martens-Latem, Belgium) by using the “polymorphic VNTR typing” plugin. To check that the entire repeat 
array had been sequenced, the flanking sequences (start and stop pattern) were spotted but were not included as 
typing information. For incomplete repeats, the TR copy number was rounded down to the nearest complete copy 
number, in accordance with the guidelines published by Nadon et al.39. The numbers of TRs at each locus were 
combined and listed in the order SLU1-SLU2-SLU3-SLU4-SLU5-SLU6-SLU7 e.g. 1-2-10-4-3-2-2. Each unique 
combination was converted into a distinct MLVA type (MT).
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Tandem Repeat Sequence Typing (TRST) of VNTR loci. Sequences of TR were determined for each 
VNTR, and each unique repeat sequence was identified by the name of the VNTR in lower case, followed by a 
number (Table S2); for example repeat sequence slu1_01 (Fig. S1). Each unique combination of TR sequences 
defined an allele (Table S3). Each allele was named by a number, corresponding to the number of TRs, followed 
by a lowercase letter, corresponding to the combination of the different TR sequences of the VNTR, e.g. SLU1_2a 
(slu1_00-slu1_01) (for ease of viewing, the allele does not include the lowercase “vntr” for each repeat; e.g. 00–01) 
(Fig. S1). The assignment of VNTR alleles was performed with BioNumerics software (Version 7.6, Applied 
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium), based on the successive occurrence of user-defined TR sequences. Each 
unique combination of alleles defined an allelic profile (with VNTRs listed in the same order as MLVA profiles), 
converted into a distinct TRST type (TRT).
Data analysis. All typing data were uploaded into the BioNumerics software (Version 7.6, Applied Maths, 
Sint-Martens-Latem, Belgium) and clustered using the appropriate settings. Two different techniques were used 
to represent the relationships between isolates. A dendrogram was generated based on the categorical coefficient 
provided by the BioNumerics software and the algorithm of unweighted pair group method with arithmetic mean 
(UPGMA). Cutoff values of 67% and 91% similarity were applied to define respectively MLVA and TRST clusters. 
Minimum spanning trees were constructed using the categorical coefficient and the priority rule to first link types 
that have the highest number of single locus variants. MTs were grouped into MLVA complexes (MCs) if they 
differed by no more than a single VNTR. To generate a minimum spanning tree based on TRST data, a composite 
dataset was constructed using BioNumerics software, based on a multiple alignment of each VNTR allele.
The discriminatory ability as well as the congruence of the results obtained by using the different typing meth-
ods and/or their combination were evaluated. To this aim, both the Simpson’s diversity index (DI)40 and adjusted 
Wallace coefficients (AW)41 (plus confidence intervals (CI) as described by Grundmann et al.42) were calculated 
by resorting to the online tool at http://www.comparingpartitions.info/?link=Tool.
The standardized index of association (IA
S) between alleles was calculated to test for linkage disequilibrium 
between alleles of MLVA and TRST using the LIAN Linkage Analysis 3.7 online tool (http://guanine.evolbio.mpg.de) 
as described by Haubold and Hudson43. The null hypothesis of linkage equilibrium, IA
S = 0, was tested with 
100000 Monte Carlo simulations.
Test of VNTR stability. Since VNTR regions are considered to be one of the fastest evolving sequences of 
a genome, it was important to test the stability of the selected VNTR regions. To determine this stability, two 
isolates were subcultured on tryptic soy agar for 30 consecutive days by streaking a single colony from each strain 
on agar plates. The original culture, subculture numbers 10, 20 and 30 were used for DNA extraction and the total 
DNA was subjected to the MLVA and TRST assays.
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Supplementary Table S1. 128 S. lugdunensis isolates included in this study.  
 
Isolate 
 ID City 
Clinical 
sources 
MLST MVLST MLVA  TRST 
Sequence 
 type (ST) 
Clonal  
Complex 
(CC) 
Trilocus  
Virulence 
type (VTT)  
MLVA 
type 
(MT) 
MLVA 
complexe 
(MC) 
MLVA 
cluster 
(67%) 
TRST 
type 
(TRT) 
TRST  
cluster 
(91%) 
SL_V01 Strasbourg Deep infection 5 5 23 7 5 IV 10 IV 
SL_V02 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 1 1 1 17 3 V 41 VII 
SL_V03 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V04 Strasbourg Material device 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V05 Strasbourg Deep infection 1 1 1 42 3 V 40 VII 
SL_V06 Strasbourg Deep infection 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V07 Strasbourg Deep infection 6 1 1 12 1 II 8 V 
SL_V08 Strasbourg Skin and soft tissue 15 1 1 6 1 II 47 II 
SL_V09 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 1 12 1 II 8 V 
SL_V10 Strasbourg Material device 3 3 16 1 2 I 1 I 
 2 
SL_V11 Strasbourg Skin and soft tissue 5 5 23 8 5 IV 7 IV 
SL_V12 Strasbourg Skin and soft tissue 5 5 23 8 5 IV 7 IV 
SL_V13 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 12 1 1 4 1 II 3 II 
SL_V14 Strasbourg Catheter related bacteremia 24 6 13 32 4 III 22 III 
SL_V15 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 2 2 15 2 2 I 16 I 
SL_V16 Strasbourg Skin and soft tissue 12 1 1 44 1 II 45 II 
SL_V17 Strasbourg Osteoarticular 6 1 1 29 1 II 21 II 
SL_V18 Strasbourg Deep infection 24 6 13 3 4 III 4 III 
SL_V19 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V20 Strasbourg Skin and soft tissue 24 6 34 27     30 III 
SL_V21 Strasbourg Catheter related bacteremia 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V22 Strasbourg Endocarditis 24 6 13 9 4 III 24 III 
SL_V23 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 24 6 13 28 4 III 26   
SL_V24 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 12 1 1 6 1 II 46 II 
SL_V25 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 5 5 23 20 5 IV 12 IV 
SL_V26 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 16 22 2 I 13 I 
SL_V27 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 12 1 1 35 1 II 33 II 
SL_V28 Strasbourg Material device 24 6 13 3 4 III 5 III 
SL_V29 Strasbourg Urinary 24 6 13 3 4 III 5 III 
SL_V30 Strasbourg Catheter related bacteremia 31 5 23 19   IV 25   
SL_V31 Strasbourg Urinary 3 3 16 1 2 I 1 I 
 3 
SL_V32 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 1 4 1 II 3 II 
SL_V33 Strasbourg Deep infection 6 1 1 39 1 II 28 V 
SL_V34 Strasbourg Skin and soft tissue 4 4 29 36 6 VI 48 VI 
SL_V35 Strasbourg Catheter related bacteremia 1 1 1 40     42   
SL_V36 Strasbourg Osteoarticular 12 1 1 4 1 II 3 II 
SL_V37 Strasbourg Endocarditis 1 1 1 30 3 V 18 VIII 
SL_V38 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 6 1 1 33 1 II 20 V 
SL_V39 Strasbourg Skin and soft tissue 24 6 13 3 4 III 5 III 
SL_V40 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 1 1 1 41 3 V 43 VII 
SL_V41 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V42 Strasbourg Urinary 24 6 13 3 4 III 4 III 
SL_V43 Strasbourg Osteoarticular 24 6 13 3 4 III 4 III 
SL_V44 Strasbourg Osteoarticular 6 1 1 4 1 II 3 II 
SL_V45 Strasbourg Osteoarticular 24 6 13 3 4 III 4 III 
SL_V46 Strasbourg Deep infection 24 6 37 9 4 III 27 III 
SL_V47 Strasbourg Osteoarticular 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V48 Strasbourg Deep infection 4 4 29 37 6 VI 49 VI 
SL_V49 Strasbourg Osteoarticular 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V50 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V51 Strasbourg Osteoarticular 6 1 1 10 1 II 35 II 
SL_V52 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 1 1 1 31 3 V 19 VIII 
SL_V53 Strasbourg Osteoarticular 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V54 Strasbourg Osteoarticular 5 5 23 18 5 IV 23   
SL_V55 Strasbourg Osteoarticular 31 5 23 7 5 IV 11 IV 
SL_V56 Strasbourg Material device 3 3 16 2 2 I 17 I 
 4 
SL_V57 Strasbourg Deep infection 1 1 1 6 1 II 44 II 
SL_V58 Strasbourg Catheter related bacteremia 4 4 29 14 6 VI 50 VI 
SL_V59 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V60 Strasbourg Skin and soft tissue 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V61 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V62 Strasbourg Skin and soft tissue 15 1 1 5 1 II 36 II 
SL_V63 Strasbourg Deep infection 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V64 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 1 34 1 II 32 II 
SL_V65 Strasbourg Osteoarticular 28   36 26 2 VIII 15 IX 
SL_V66 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 12 1 1 4 1 II 3 II 
SL_V67 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V68 Strasbourg Deep infection 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V69 Strasbourg Urinary 28   36 23 2 VIII 14 IX 
SL_V70 Strasbourg Skin and soft tissue 27 7 35 13   VII 9   
SL_V71 Strasbourg Skin and soft tissue 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V72 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V73 Strasbourg Urinary 5 5 23 21 5 IV 38 IV 
SL_V74 Strasbourg Bacteremia 2 2 15 24 2 I 51 I 
SL_V75 Strasbourg Skin and soft tissue 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_V76 Strasbourg Deep infection 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V77 Strasbourg Catheter related bacteremia 26 7 38 38     39   
SL_V78 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_V79 Strasbourg Deep infection 6 1 1 11 1 II 31 V 
SL_V80 Strasbourg  Osteoarticular on 
material 6 1 1 5 1 II 6 II 
 5 
SL_V81 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 1 5 1 II 6 II 
SL_V82 Strasbourg Skin and soft tissue 1 1 1 10 1 II 34 II 
SL_C01 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_C02 Strasbourg Carriage 6 1 1 11 1 II 29 V 
SL_C03 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_C04 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_C05 Strasbourg Carriage 3 3 14 1 2 I 1 I 
SL_C06 Strasbourg Carriage 3 3 16 25 2 I 37 I 
SL_C07 Strasbourg Carriage 26 7 38 43 2 VIII 52   
SL_C08 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_C09 Strasbourg Carriage 12 1 1 4 1 II 3 II 
SL_C10 Strasbourg Carriage 6 1 1 5 1 II 6 II 
SL_C11 Strasbourg Carriage 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_C12 Strasbourg Carriage 27 7 35 13   VII 9   
SL_C13 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_C14 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_C15 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_C16 Strasbourg Carriage 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_T01 Rouen Osteoarticular 13   27 49     60   
SL_T02 Kronoberg Carriage 1 1 1 52 3 V 61 VIII 
SL_T03 Rouen Endocarditis 8 2 9 2 2 I 58 I 
SL_T04 Rouen Deep infection 10 6 13 53 4 III 62 III 
SL_T05 Rouen  Osteoarticular on 
material 4 4 28 14 6 VI 67 VI 
SL_T06 Rouen Bacteremia 9 4 11 55   VII 68   
SL_T07 Rouen Catheter related bacteremia 16 3 16 50     59 I 
SL_T08 Nantes Material device 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_T09 Nantes Osteoarticular 14 2 15 2 2 I 2 I 
 6 
SL_T10 Nantes Skin and soft tissue 6 1 2 15 1 II 64 II 
SL_T11 Bordeaux Bacteremia 17 4 29 51 6 VI 66 VI 
SL_T12 Bordeaux Bacteremia 18 5 24 7 5 IV 10 IV 
SL_T13 Bordeaux Bacteremia 7 1 4 54     65   
SL_T14 Nancy Bacteremia 19 2 17 47 2 I 56 I 
SL_T15 Nancy Skin and soft tissue 12 1 5 4 1 II 3 II 
SL_T16 Nancy Osteoarticular 20 3 16 48 2 I 57 I 
SL_T17 Montpellier Deep infection 15 1 2 15 1 II 69 II 
SL_T18 Montpellier  Osteoarticular on 
material 2 2 17 2 2 I 2 I 
SL_T19 Rouen Bacteremia 5 5 23 46     53   
SL_AP1 Rouen Osteoarticular 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_AP2 Rouen Osteoarticular 3 3 16 1 2 I 1 I 
SL_CB1 Rouen Bacteremia 15 1 1 16 1 II 55 II 
SL_CB2 Rouen Bacteremia 15 1 1 16 1 II 55 II 
SL_CJ1 Rouen Deep infection 24 6 13 3 4 III 63 III 
SL_CJ2 Rouen Bacteremia 24 6 13 3 4 III 63 III 
SL_DJ1 Rouen Endocarditis 32 2 15 2 2 I 2 I 
SL_DJ2 Rouen Endocarditis 32 2 15 2 2 I 2 I 
SL_DSM   Skin and soft tissue 24 6 13 45 2 I 54   
SL_LJ1 Rouen Deep infection 2 2 15 2 2 I 2 I 
SL_LJ2 Rouen Deep infection 2 2 15 2 2 I 2 I 
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Supplementary Table S2. Individual TR sequences identified from 128 S. lugdunensis 
isolates used in the study.  
 
 
SLU1 TR sequences 
>slu1_01  GGGGCCCCAACAAAGAGAAATGCGAAAAGCATTTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGT  
>slu1_02  GGGGCCCCAACAAAGAGAAATGCGAAAAGCATTTCGCCAAGCAAAGCAAGTTGGGGT  
>slu1_03  GGGGCCCCAACAAAGAGAAATGCGAAAAACATTTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGT  
SLU2 TR sequences 
>slu2_00 GGGGCCCCAGCACAGAGAAATGCAACAAACATTTCTACGTGCAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_01 GGGCCCTCAGCACAGAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGGACAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_02 GGGCCCTCAGCACAAAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGGACAATGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_03 GGGGCCCCAGCACAAAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGTGCAACGCAAGCTGGGGGT 
>slu2_04 GGGGCCCCAGCACAAAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGTGCAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_05 GGGGCCTCAGCACAGAGAAATGCAACAAACATTTCTACGTGCAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_06 GGGGCCTCAGCACAGAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGGACAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_07 GGGCCCTAAGCACAGAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGGACAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_08 GGGGCCCCAGCACAGAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGGACAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_09 GGGGCCCCAGCACAAAGAAATGCGACAAACATTTCTACGGACAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_10 GGGCCCTCAGCACAGAGAAATGCAACAAACATTTCTACAGACAACGCAAGCTGGGGGTG 
>slu2_11 GGGGCCCCAGCACGTAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGTGCAACGCAAGCTGGGGTG 
>slu2_12 GGGGCCCCAGCACAAAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGGACAACGCAAGCTGGGGGT 
>slu2_13 GGGGCCCCAGCACAGAGAAATGCACCAAGCATTTCTACGGACAACGCAAGCTGGGGGTGG 
>slu2_14 GGGGCCCCAGCACAGAGAAATGCAACAAACATTTCTACGTGCAACGCAAGCTGGGGT 
SLU3 TR sequences 
>slu3_00 ACAATGAAGGCAAAGACAACAGACCAAATAAGCCATCGGATGGTACGG 
>slu3_01 ACAATGAAGGCAAAGACAACAAGCCAAACAAGCCATCAGATGGTACAG 
>slu3_02 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCAGATGGCACGG 
>slu3_03 ATAACGGAGGCAAAGATAACAGGCCAAACAAACCATCAGATGGCACGG 
>slu3_04 ATAACGGAGGCAAAGATAACAGGCCAAACAAACCATCGGATGGTACGG 
>slu3_05 ATAACGGAGGCAAAGATAACAGGCCAAACAAACCATCGAATGGTACGG 
>slu3_06 ATAACGGAGGCAAAGATAACAGGCCAAACAAACCATCAGATGGCATGG 
>slu3_07 ATAACGTAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCAGATGGCACGG 
>slu3_08 ACAATGAAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCGGATGGCACGG 
>slu3_09 ACCATGGAGGTAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCAGATGGCACGG 
>slu3_10 ACCATGGAGGCAAAGACAACAGACCAAATAAGCCATCGGATGGTACGG 
>slu3_11 ACCACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCGGATGGCACAG 
>slu3_12 ACCACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCAGATGGTACGG 
>slu3_13 ACCATGGAGGTAAAGACAACAAGCCA 
>slu3_14 ATAACGGAGGCAAAGACAACAAGCCAAACAAGCCATCGGATGGTACGG 
>slu3_15 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCAGATGGTACGG 
>slu3_16 ATAATGGAGGCAAAGATAACAAACCAAACAAGCCATCGGATGGCACGG 
>slu3_17 ATAACGGAGGCAAAGATAACAGGCCAAACAAACCATCGGATGGTACGA 
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>slu3_18 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAGCCATCGGATGGTACGG 
>slu3_19 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCGGATGGTACGG 
>slu3_20 ATAACGGAGGTAAAGATAACAAGCCA 
>slu3_21 ACCATGGAGGTAAAGATAACAAGCCAAACAAGCCATCAGATGGCACGG 
>slu3_22 ATCATGGAGGTAAAGACAACAAGCCA 
>slu3_23 ACAATGAAGGCAAAGACAACAAGCCAAACAAGCCATCAGATGGTACGG 
>slu3_24 ATAATGGAGGCAAAGATAACAAACCAAACAAGCCATCGGATGGTACGG 
>slu3_25 ACAATGAAGGCAAAGACAACAAGCCAAACAAGCCATCGGATGGTACGG 
>slu3_26 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAACCAAACAAACCATCAGATGGTACGG 
>slu3_27 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCTGATGGCACGG 
>slu3_28 ACAATGAAGGCAAAGATAACAGGCCAAACAAACCATCAGATGGCACGG 
>slu3_29 ACAATGAAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAGCCATCGGATGGTACGG 
>slu3_30 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAGCCAAACAAACCATCGGATGGCACGG 
>slu3_31 ATAACGGAGGCAAAGACAACAAGCCAAACAAACCATCGGATGGCACAG 
>slu3_32 ACCATGGAGGCAAAGACAACAAGCCAAACAAGCCATCAGATGGTACAG 
>slu3_33 ATAACGGAGGCAAAGATAACAAACCAAACAAGCCATCGGATGGCACGG 
>slu3_34 ATAACGGAGGCAAAGACAACAAGCCAAACAAGCCATCAGATGGTACAG 
SLU4 TR sequences 
>slu4_00 CACCCCAGCTTGCGTTGTACGTAGAAATGCTTTTCGCATTCCTCTTTGCTGGGGCCCC 
>slu4_01 CACCCCAGCTTGCGTTGTACGTAGAAGTGCTTATCGTATTCCTCGTTGCTTGGCCCT 
>slu4_02 CACCCCAGCTTGCGTTGTACGTAGAAGTGCTTATCGTATTCCTCTTTGCTTGGCCCT 
>slu4_03 CACCCCAGCTTGCGTTGTACGTAGAAATGCTTTTCGCATTCCTCTTTGCTTGGCCCT 
>slu4_04 CATCCCAGCTTGCTTTGT 
>slu4_05 CACCCCAGCTTGCTTTGT 
>slu4_06 CACCCCAGCTTGCGTTGT 
>slu4_07 CACCCCAGCTTGCGTTGTACGTAGAAATGCTTTTCGTATTCCTCTTTGCTTGGCCCT 
SLU5 TR sequences 
>slu5_00 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGAGTGGGGCCCCAACACAGAGAATTTCGAAAAGAAA 
>slu5_01 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGTGGGGCCCTAACACAGAGAATTTCGAAAAGAAA 
>slu5_02 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGTGGGGCCCCAACACAGAGGCTTTCGAAGCGAAA 
>slu5_03 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGTGGGGCCCCAACACAGAGGCTTTCGAA 
>slu5_04 GGCAACGGACAACGCAAGTTGGGGTGAGGCCCAA 
>slu5_05 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGTGAGGCCCAA 
>slu5_06 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGTGGGGCCCCAACAAAGAGGCTTTCGAAGCGAAA 
>slu5_07 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGGGTGGGGCCCCAACACAGAGAATTTCGAAAAGAAA 
>slu5_08 GGCAACGGACAACGCAAGTTGGGGTGGGGCCCAA 
>slu5_09 GGCAACGGACAACGCAAGTTGGGGTGAGGCTCAA 
>slu5_10 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGAGTGGGGCCCCAACACAGAGGTTTTCGAAGCGAAA 
>slu5_11 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGAGTGGGGCCCCAACACAGAGGCTTTCGAAGCGAAA 
>slu5_12 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGATTGGGGCCCCAACACAGAGAATTTCGAAAAGAAA 
>slu5_13 TTCACCAAGCAAAGCAAGTTGGATTGGGGCCCCAACACAGAGGCTTTCGAAGCGAAA 
>slu5_14 GGCAACGGACAACGCAAGTTGGGGTGGGGCCCCAACACAGAGGCTTTCGAAGCGAAA 
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SLU6 TR sequences 
>slu6_00 CCCACCCCAACTTGCATTGTTTGTTGAAATGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCC 
>slu6_01 CCCACCCCAACTTGCATTGTTTGTTGAAGTGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCC 
>slu6_02 CCCACCCCAACTTGCGTTGTTTGTTGAAGTGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCC 
>slu6_03 CCCACCCCAACTTGCGTTGTTCGTTGAAATGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCCCC 
>slu6_04 CCCACCCCAACTTGCTGTGCTTGACGAAATGCGCTTCGCATTTCTCTCTGTTGGGGCC 
>slu6_05 CCACCCCAACTTGCGTTGTTCGTTGAAATGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCC 
>slu6_06 CCCACCCCAACTTGCGTTGTTTGTTGAAGTGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCCCC 
>slu6_07 CCACCCCAACTTGCGTTGTTCGTTGAAATGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCCCC 
>slu6_08 CCCACCCCAACTTGCATTGTTTGTTGAAGTGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCCCC 
>slu6_09 CCACCCCAACTTGCGTTGTTCGTTGAAATGCTTGACGCATTCCTTTTTGTTGGGGCCCC 
>slu6_10 CCCACCCCAACTTGCGTTGTTTGTTGAAGTGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGAGGCC 
>slu6_11 CCCACCCCAACTTGCGTTGTTTGTTGAAATGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCCCC 
>slu6_12 ACCCCAACTTGCGTTGTTCGTTGGCTTTCTTTTGGAAAGCCTTTTTGTTGGGGGC 
>slu6_13 GCCCCACCCCAACTTGCGTTGTTCGTTGAAATGCTTGGCGCATTCCTTTTTGTTGGGGCCCC 
SLU7 TR sequences 
>slu7_00 TATTTAAAAATTGGTGGTTCTCTA 
>slu7_01 TATTTAAAAAT 
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Supplementary Figure S1. Alignment of the three TRs sequences and alleles for SLU1 
among study isolates.  
 
Existing TR sequences for SLU1 (57 bp): 
 
slu1_00
slu1_01
slu1_02
 
 
 
List of alleles for SLU1:  
 
Allele name Number of TRs
Combination of 
TR sequences
SLU1_1a slu1_01
SLU1_1b slu1_00
SLU1_1c slu1_02
SLU1_2a slu1_00-slu1_01
SLU1_2b slu1_00-slu1_00
SLU1_3a 3  slu1_00-slu1_00-slu1_01
2
1
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Supplementary Table S3. List of TRST alleles identified from 128 S. lugdunensis isolates 
used in the study. 
 
SLU1 Alleles 
SLU1_1a 1 
SLU1_1b 0 
SLU1_1c 2 
SLU1_2a 0-1 
SLU1_2b 0-0 
SLU1_3a 0-0-1 
SLU2 Alleles 
SLU2_1a 4 
SLU2_1b 8 
SLU2_2a 0-1 
SLU2_2b 0-6 
SLU2_2c 4-1 
SLU2_2d 3-9 
SLU2_2e 11-1 
SLU2_2f 12-13 
SLU2_2g 4-7 
SLU2_2h 14-0 
SLU2_3a 0-1-1 
SLU2_3b 0-6-1 
SLU2_3c 0-10-2 
SLU2_3d 11-1-1 
SLU2_3e 14-0-1 
SLU2_4a 0-1-1-1 
SLU2_4b 0-6-1-1 
SLU2_4c 0-5-6-1 
SLU3 Alleles 
SLU3_3a 0-4-20 
SLU3_4a 0-7-9-13 
SLU3_4b 0-18-18-20 
SLU3_4c 0-15-9-13 
SLU3_5a 0-6-1-2-13 
SLU3_7a 0-6-1-2-12-9-13 
SLU3_8a 0-3-1-2-8-12-9-13 
SLU3_8b 0-6-1-2-8-12-9-13 
SLU3_8c 0-4-1-15-14-16-21-22 
SLU3_9a 25-3-1-2-11-10-26-9-13 
SLU3_9b 25-3-1-27-11-10-26-9-13 
SLU3_9c 28-29-30-15-31-32-33-21-22 
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SLU3_9d 0-4-1-34-30-11-10-33-13 
SLU3_9e 1-2-8-11-10-2-9-9-13 
SLU3_10a 0-4-1-4-1-15-14-16-21-22 
SLU3_10b 0-4-1-4-23-14-24-16-21-22 
SLU3_10c 0-5-1-2-8-11-10-7-9-13 
SLU3_10d 0-4-1-2-8-11-10-7-9-13 
SLU3_11a 0-17-18-19-18-19-18-18-18-18-20 
SLU3_11b 0-6-1-2-8-12-9-8-12-9-13 
SLU3_11c 0-4-1-2-8-11-10-7-9-9-13 
SLU3_11d 0-6-1-2-8-12-9-8-12-21-13 
SLU4 Alleles 
SLU4_1a 6 
SLU4_2a 0-5 
SLU4_2b 3-4 
SLU4_3a 0-2-4 
SLU4_3b 0-1-4 
SLU4_3c 0-7-4 
SLU4_4a 0-0-1-4 
SLU4_4b 0-0-2-4 
SLU4_5a 0-0-0-1-4 
SLU4_5b 0-0-0-2-4 
SLU4_6a 0-0-0-0-2-4 
SLU5 Alleles 
SLU5_2a 0-3 
SLU5_2b 0-5 
SLU5_2c 2-4 
SLU5_2d 10-4 
SLU5_2e 11-4 
SLU5_2f 6-8 
SLU5_2g 13-4 
SLU5_3a 1-2-4 
SLU5_3b 0-2-4 
SLU5_3c 0-6-4 
SLU5_3d 0-6-8 
SLU5_3e 0-1-5 
SLU5_3f 12-11-4 
SLU5_4a 0-1-1-5 
SLU5_4b 0-1-2-4 
SLU5_4c 0-7-2-4 
SLU5_4d 0-1-2-9 
SLU5_5a 13-14-14-14-4 
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SLU6 Alleles 
SLU6_1a 13 
SLU6_2a 4-11 
SLU6_2b 4-3 
SLU6_2c 4-7 
SLU6_2d 0-8 
SLU6_2e 4-9 
SLU6_3a 4-0-11 
SLU6_3b 4-5-6 
SLU6_3c 4-5-7 
SLU6_3d 0-1-8 
SLU6_3e 4-2-3 
SLU6_3f 4-12-11 
SLU6_4a 4-2-2-3 
SLU6_5a 4-2-2-10-3 
SLU7 Alleles 
SLU7_2a 0-1 
SLU7_3a 0-0-1 
SLU7_4a 0-0-0-1 
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Supplementary Table S4. MLVA types and TRST types of the 128 S. lugdunensis 
isolates used in the study  
 
MLVA types 
 
MLVA 
type 
(MT) 
MLVA 
 complexe 
(MC) 
SLU1 SLU2 SLU3 SLU4 SLU5 SLU6 SLU7 
1 2 1 2 10 4 3 2 2 
2 2 1 2 10 4 3 3 2 
3 4 2 2 10 2 3 4 2 
4 1 2 3 8 3 4 2 2 
5 1 2 3 8 3 3 2 2 
6 1 2 4 8 3 4 2 2 
7 5 1 1 11 3 3 2 2 
8 5 1 1 11 3 4 2 2 
9 4 2 2 10 2 3 2 2 
10 1 2 3 8 3 2 2 2 
11 1 2 3 11 3 3 2 2 
12 1 2 3 11 3 4 2 2 
13   3 2 9 2 3 3 2 
14 6 2 3 9 1 3 3 2 
15 1 2 2 8 3 4 2 2 
16 1 1 3 8 3 4 2 2 
17 3 2 4 8 4 4 3 3 
18 5 1 1 3 3 3 2 2 
19   1 1 4 6 3 2 2 
20 5 1 1 11 4 3 2 2 
21 5 1 1 11 5 3 2 2 
22 2 1 2 8 4 3 2 2 
23 2 1 2 9 4 2 3 2 
24 2 1 2 10 4 2 3 2 
25 2 1 2 10 4 3 1 2 
26 2 1 3 9 4 2 3 2 
27   2 1 11 2 3 4 2 
28 4 2 2 4 2 3 5 2 
29 1 2 2 8 3 2 2 2 
30 3 2 2 8 3 3 3 3 
31 3 2 2 8 4 3 3 3 
32 4 2 2 10 2 3 3 2 
33 1 2 2 11 3 3 2 2 
34 1 2 3 5 3 4 2 2 
35 1 2 3 7 3 4 2 2 
36 6 2 3 9 1 4 2 2 
37 6 2 3 9 1 4 3 2 
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38   2 3 9 4 5 3 2 
39 1 2 3 11 3 2 2 2 
40   2 4 4 5 4 2 2 
41 3 2 4 8 3 4 3 3 
42 3 2 4 8 4 2 3 3 
43 2 3 3 9 4 2 3 2 
44 1 2 4 8 3 2 2 2 
45 2 1 2 10 2 2 3 2 
46   1 1 9 5 2 2 2 
47 2 1 1 10 4 3 3 2 
48 2 1 2 10 3 3 2 2 
49   1 3 9 3 3 3 2 
50   1 3 10 4 2 2 2 
51 6 2 1 9 1 3 3 2 
52 3 2 2 8 4 4 3 3 
53 4 2 2 10 2 3 5 2 
54   2 4 7 3 3 1 2 
55   3 1 9 2 3 2 2 
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TRST types 
 
TRST 
type 
(TRT) 
SLU1 SLU2 SLU3 SLU4 SLU5 SLU6 SLU7 
1 1b 2d 10a 4b 3c 2c 2a 
2 1b 2d 10b 4b 3d 3b 2a 
3 2a 3b 8b 3b 4b 2d 2a 
4 2a 2c 10c 2a 3b 4a 2a 
5 2a 2c 10d 2a 3b 4a 2a 
6 2a 3b 8b 3b 3b 2d 2a 
7 1a 1b 11a 3a 4c 2e 2a 
8 2a 3b 11b 3b 4b 2d 2a 
9 3a 2f 9d 2b 3f 3a 2a 
10 1a 1b 11a 3a 3b 2e 2a 
11 1a 1b 11a 3c 3b 2e 2a 
12 1a 1b 11a 4b 3b 2e 2a 
13 1b 2d 8c 4b 3c 2c 2a 
14 1b 2h 9c 4a 2e 3b 2a 
15 1b 3e 9c 4a 2e 3b 2a 
16 1c 2d 10b 4b 3d 3b 2a 
17 1b 2d 10a 4b 3c 3c 2a 
18 2a 2a 8a 3b 3e 3d 3a 
19 2a 2a 8a 4a 3e 3d 3a 
20 2a 2b 11b 3b 3e 2d 2a 
21 2a 2b 8b 3b 2c 2d 2a 
22 2a 2c 10c 2a 3b 3e 2a 
23 1a 1b 3a 3a 3b 2e 2a 
24 2a 2c 10d 2a 3b 2b 2a 
25 1a 1b 4b 6a 3b 2e 2a 
26 2a 2c 4a 2a 3b 5a 2a 
27 2a 2e 10c 2a 3b 2b 2a 
28 2a 3b 11b 3b 2c 2d 2a 
29 2a 3b 11b 3b 3e 2d 2a 
30 2a 1a 11c 2a 3b 4a 2a 
31 2a 3b 11d 3b 3e 2d 2a 
32 2a 3b 5a 3b 4b 2d 2a 
33 2a 3b 7a 3b 4b 2d 2a 
34 2a 3b 8a 3b 2c 2d 2a 
35 2a 3b 8b 3b 2d 2d 2a 
36 2a 3b 8b 3b 3a 2d 2a 
37 1b 2d 10a 4b 3c 1a 2a 
38 1a 1b 11a 5b 3b 2e 2a 
39 2a 3d 9e 4a 5a 3e 2a 
40 2a 4a 8a 4a 2b 3d 3a 
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41 2a 4a 8a 4a 4a 3d 3a 
42 2a 4b 4c 5a 4d 2d 2a 
43 2a 4b 8a 3b 4a 3d 3a 
44 2a 4b 8a 3b 4b 2d 2a 
45 2a 4b 8b 3b 2c 2d 2a 
46 2a 4b 8b 3b 4b 2d 2a 
47 2a 4c 8b 3b 4b 2d 2a 
48 2b 3c 9a 1a 4c 2x 2a 
49 2b 3c 9a 1a 4c 3f 2a 
50 2b 3c 9b 1a 3b 3f 2a 
51 1b 2d 10b 4b 2f 3b 2a 
52 3a 3d 9e 4a 2g 3e 2a 
53 1a 1b 9g 5c 2e 2e 2c 
54 1a 2c 10d 2a 2c 3e 2a 
55 1a 3b 8b 3b 4b 2d 2a 
56 1b 1c 10b 4b 3d 3b 2a 
57 1b 2d 10a 3a 3c 2c 2a 
58 1b 2d 10e 4b 3d 3b 2a 
59 1b 3b 10a 4b 2h 2c 2a 
60 1b 3f 9f 3d 3g 3g 2b 
61 2a 2a 8a 4a 4a 3d 3a 
62 2a 2c 10d 2a 3b 5b 2a 
63 2a 2g 10d 2a 3b 4a 2a 
64 2a 2i 8b 3b 4b 2d 2a 
65 2a 4b 7b 3b 3b 1b 2a 
66 2b 1c 9b 1a 3b 3f 2a 
67 2b 3c 9a 1a 3b 3f 2a 
68 3a 1d 9h 2c 3b 2f 2a 
69 2a 2d 8b 3b 4b 2d 2a 
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3.2. Publication n°3 : fbl-typing, un outil de première ligne pour l’épidémiologie 
des infections à S. lugdunensis, mais non prédictif de la capacité de liaison 
des souches au fibrinogène 
3.2.1. Introduction 
Contexte et objectifs de l’étude 
Bien que les méthodes MLVA et TRST se soient avérées très discriminantes pour le typage de 
S. lugdunensis, elles présentent l’inconvénient de reposer sur l’analyse de sept loci de VNTRs, 
et donc d’être relativement coûteuses et chronophages. Nous avons alors cherché à développer 
une méthode de typage alternative à l'approche multilocus, basée sur un seul locus hautement 
polymorphe. Cette approche apparaît particulièrement intéressante chez S. lugdunensis car, lors 
de l'analyse d’un locus chez une population bactérienne clonale, les inférences phylogénétiques 
sont rarement erronées du fait de recombinaison homologue (ZaiSS et al., 2009). Ce type 
d’approche a été appliqué à de nombreuses espèces bactériennes, et notamment à S. aureus chez 
lequel les régions répétées des gènes spa, clfA ou encore clfB ont été utilisées pour développer 
des méthodes de typage très discriminantes (Koreen et al., 2005; Said et al., 2009; Shopsin et 
al., 1999).  
Au cours de l’analyse in silico des génomes de S. lugdunensis à la recherche de VNTRs, la 
région répétée (domaine R) du gène fbl est apparue comme un candidat particulièrement 
intéressant. Le gène fbl est en effet prévalent chez S. lugdunensis, tandis que la taille de la région 
R varie selon les souches (Mitchell et al., 2004). Le gène fbl code la protéine de liaison au 
fibrinogène Fbl, étroitement apparentée à la protéine ClfA de S. aureus. Cependant, la région 
R de Fbl, qui comporte un motif hexapeptidique DSDSDA, diffère légèrement de celle de ClfA 
(répétitions SD uniquement) (Mitchell et al., 2004). La région répétée de ClfA recouvrirait la 
couche épaisse de peptidoglycane pour présenter le domaine de liaison au fibrinogène à la 
surface de la cellule. Il a par ailleurs été montré que le nombre de répétitions affecte l’adhésion 
des souches de S. aureus au fibrinogène (Hartford et al., 1997). 
Dans ce contexte, les objectifs de notre étude étaient (i) de développer une méthode de typage 
fondée sur le polymorphisme de la région R du gène fbl (fbl-typing), (ii) de comparer ses 
performances avec celles des techniques de MLST et TRST et (iii) de déterminer l’impact 
potentiel du polymorphisme du gène fbl sur la capacité des isolats de S. lugdunensis à se lier au 
fibrinogène in vitro.  
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Résultats 
L’amplification et le séquençage de la région R du gène fbl ont été menés pour 240 isolats de  
S. lugdunensis d'origines clinique et géographique différentes. Le premier panel comprenait les 
128 isolats de S. lugdunensis précédemment typés par MLVA et TRST (Dahyot et al., 2018), 
le deuxième panel était composé de 106 isolats cliniques (de contextes d’infection ou de 
colonisation) provenant d’une étude rétrospective menée au CHU de Rouen en 2016. Enfin, six 
isolats dont le génome était disponible dans notre laboratoire, ont été inclus. 
Toutes les répétitions, quelle que soit leur longueur, ont été séquencées par la méthode Sanger 
et assemblées avec succès par le logiciel BioNumerics® v7.6 (plugin « polymorphic VNTR 
typing »). Le nombre de répétitions variait entre neuf et 52, et l’analyse des séquences a conduit 
à l’identification de 54 séquences répétées uniques de 18 pb. Les séquences en acides aminés 
déduites ont permis d'identifier 13 motifs de six acides aminés, le plus fréquent étant DSDSDA 
(dN/dS = 0,045) (Figure 74). L'organisation des répétitions (nombre et ordre) a conduit à 
l’identification de 92 fbl-types, distribués dans 10 clusters définis par BioNumerics®. Les deux 
clusters majoritaires, à savoir le cluster 1 (57 isolats) et le cluster 2 (52 isolats), regroupaient 
45% des souches.  
Vis-à-vis des 128 isolats typés précédemment par MLST et TRST, la MLST était la technique 
la moins discriminante (DIMLST = 0,899), alors que le fbl-typing et la TRST montraient toutes 
deux un pouvoir discriminant comparable élevé (DIfbl = 0,964 et DITRST = 0,943). Les cinq 
paires d'isolats épidémiologiquement apparentés considérés comme identiques par MLST et 
TRST appartenaient aux mêmes types fbl-types, attestant de la concordance épidémiologique 
des méthodes.  
Le regroupement phylogénétique obtenu par fbl-typing était similaire au regroupement trouvé 
par MLST. L'un des faits les plus notables était que chaque fbl-type était associé à un seul CC 
de MLST. Ainsi, le fbl-typing permettait de prédire le CC avec 100% de probabilité. De plus, 
le fbl-typing distinguait de nouveaux génotypes au sein de six des sept CCs définis par MLST. 
Afin de faciliter l’identification de ces fbl-types, nous avons développé et validé un serveur Web 
accessible au public, le « fbl-typing Server » (http://fbl-typing.univ-rouen.fr/) (Figure 75). Cet 
outil permet, à partir des données de séquençage assemblées et enregistrées au format FASTA, 
l’assignation en ligne des fbl-types.
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(continu) 
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Figure 74. Liste et composition en acides aminés des 92 fbl-types identifiés chez S. lugdunensis. Les trois premières colonnes listent respectivement les complexes 
clonaux (CCs) définis par multilocus sequence typing (MLST), les fbl-types et les fbl clusters déterminés par fbl-typing. Les couleurs de ces colonnes correspondent 
aux CCs. Les lignes représentent les séquences en acides aminés déduites pour chaque fbl-types, regroupé en unités de six acides aminés (correspondant aux motifs 
répétés de 18pb). Le principal motif identifié est DSDSDA. 
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Figure 75. Page d’acueil du fbl-typing Server disponible à l’adresse http://fbl-typing.univ-rouen.fr/. Ce 
serveur permet l’assignation en ligne des fbl-types à partir des données de séquences au format FASTA. 
 
 
En examinant les séquences complètes du gène fbl à partir des 21 génomes de  
S. lugdunensis dont nous disposions, nous avons découvert une délétion de quatre pb survenant 
à la position 12 du codon start pour deux souches. Une analyse in silico a suggéré que cette 
délétion entraînait un décalage du cadre de lecture, menant à un arrêt prématuré de la traduction 
de Fbl (L22STOP). Nous avons recherché par séquençage Sanger la présence de cette mutation 
pour tous les isolats typés par MLST (n = 146), et l’avons identifiée chez 27 isolats. Tous, sauf 
un, appartenaient au CC1, avec une distribution variable selon les STs.  
Ensuite, la capacité de liaison au fibrinogène humain immobilisé a été testée pour 55 isolats en 
collaboration avec l’équipe du Dr Patrice François de l’Université de Genève. Ces isolats ont 
été choisis pour être représentatifs des différents fbl-types et de la présence ou non de la délétion 
à l'extrémité 5' du gène. Le niveau de liaison au fibrinogène variait considérablement selon les 
isolats cliniques testés (de 0 à 133%, la liaison de la souche de contrôle positif S. aureus 8325-
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4 étant considérée égale à 100%). Six se liaient de manière significative au fibrinogène (+++) 
par rapport au témoin négatif (S. aureus DU5925-ΔclfAΔfnbp). Les analyses statistiques ont 
montré que le groupe des isolats présentant la délétion en 5’ du gène était significativement 
associé à une capacité plus faible de liaison au fibrinogène que le groupe des isolats n'ayant pas 
cette délétion (P < 0,001). De plus, les isolats avec au moins 43 répétitions dans la région R de 
fbl se liaient significativement plus fortement au fibrinogène que ceux avec moins de 43 
répétitions (P < 0,001).  
Aucune corrélation significative n'a été observée dans notre étude entre le fbl-type, le contexte 
clinique d’isolement des souches ou le phénotype de liaison au fibrinogène. 
Enfin, le niveau d’expression du gène fbl a été déterminé par qRT-PCR pour cinq isolats ne 
liant pas le fibrinogène et cinq isolats liant le fibrinogène. Les isolats présentaient une variabilité 
dans l'expression relative de fbl mais il n'y avait pas de différence significative dans le niveau 
d'expression du gène entre les deux groupes (P > 0,05). 
 
En conclusion, la région répétée du gène fbl est suffisamment polymorphe pour fournir une 
cible intéressante de SLST. Elle prédit les CCs définis par MLST dans 100% des cas. Le fbl-
typing peut ainsi être proposé comme méthode de typage de première ligne pour des études 
micro- et macro-épidémiologiques chez S. lugdunensis. Le développement d'un outil 
d’identification et de stockage en ligne des fbl-types permettra en outre une surveillance 
internationale de la diffusion des lignées de S. lugdunensis. Enfin, la variabilité de l’adhésion 
au fibrinogène humain immobilisé des isolats cliniques de S. lugdunensis peut être en partie 
expliquée par des polymorphismes génétiques de fbl.  
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication en Mai 2019 dans la revue Frontiers in Microbiology 
(Dahyot et al., 2019), ainsi que d’une communication affichée (ECCMID, Amsterdam, 2019). 
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3.2.2. Publication n°3 
 
fbl-typing of Staphylococcus lugdunensis: a frontline tool for epidemiological studies, but 
not predictive of fibrinogen binding ability 
Sandrine Dahyot, Jérémie Lebeurre, Floriane Laumay, Xavier Argemi, Charline Dubos, 
Ludovic Lemée, Gilles Prévost, Patrice François, Martine Pestel-Caron. Front. Microbiol. 2019 
May. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01109 
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fbl-Typing of Staphylococcus
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Epidemiological Studies, but
Not Predictive of Fibrinogen
Binding Ability
Sandrine Dahyot1*†, Jérémie Lebeurre2†, Floriane Laumay3, Xavier Argemi4,5,
Charline Dubos1, Ludovic Lemée1, Gilles Prévost4, Patrice François3 and
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Staphylococcus lugdunensis is increasingly recognized as a potent pathogen,
responsible for severe infections with an outcome resembling that of Staphylococcus
aureus. Here, we developed and evaluated a tool for S. lugdunensis typing, using DNA
sequence analysis of the repeat-encoding region (R-domain) in the gene encoding the
fibrinogen (Fg)-binding protein Fbl (fbl-typing). We typed 240 S. lugdunensis isolates
from various clinical and geographical origins. The length of the R-domain ranged from
9 to 52 repeats. fbl-typing identified 54 unique 18-bp repeat sequences and 92 distinct
fbl-types. The discriminatory power of fbl-typing was higher than that of multilocus
sequence typing (MLST) and equivalent to that of tandem repeat sequence typing.
fbl-types could assign isolates to MLST clonal complexes with excellent predictive
power. The ability to promote adherence to immobilized human Fg was evaluated for
55 isolates chosen to reflect the genetic diversity of the fbl gene. We observed no direct
correlation between Fg binding ability and fbl-types. However, the lowest percentage
of Fg binding was observed for isolates carrying a 5′-end frameshift mutation of the fbl
gene and for those harboring fewer than 43 repeats in the R-domain. qRT-PCR assays
for some isolates revealed no correlation between fbl gene expression and Fg binding
capacity. In conclusion, this study shows that fbl-typing is a useful tool in S. lugdunensis
epidemiology, especially because it is an easy, cost-effective, rapid and portable method
(http://fbl-typing.univ-rouen.fr/). The impact of fbl polymorphism on the structure of the
protein, its expression on the cell surface and in virulence remains to be determined.
Keywords: Staphylococcus lugdunensis, fbl-typing, epidemiology, phylogeny, fibrinogen adhesion
Abbreviations: AW, adjusted Wallace coeﬃcient; CC, clonal complex; CI, conﬁdence interval; CoNS, coagulase-negative
Staphylococcus; DI, Simpson’s diversity index; Fg, ﬁbrinogen; MLST, multilocus sequence typing; MLVA, multiple-locus
VNTR analysis; MVLST, multivirulence-locus sequence typing; PBS, phosphate-buﬀered saline; ST, sequence type; TRST,
tandem repeat sequence typing; TRT, TRST type; VNTR, variable number of tandem repeat.
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INTRODUCTION
Staphylococcus lugdunensis is a member of the coagulase-negative
staphylococci (CoNS). It belongs to the normal human skin
ﬂora, colonizing several distinct niches such as perineal and
inguinal areas (Bieber and Kahlmeter, 2010) but is increasingly
recognized as a potent human pathogen (Frank et al., 2008).
The behavior of S. lugdunensis is similar in many ways to that
of Staphylococcus aureus, exhibiting higher virulence than other
CoNS (Frank et al., 2008). S. lugdunensis can cause various
types of infections, ranging from localized to systemic diseases
(Zinkernagel et al., 2008; Heldt Manica and Cohen, 2017).
It has mainly been reported in skin and soft tissue infections
(Papapetropoulos et al., 2013), but it is also responsible for
catheter-related bloodstream infections, bone and joint infections
(Argemi et al., 2017) and severe infective endocarditis (Non and
Santos, 2017). Unlike S. aureus, very few pathogenicity factors
have been characterized (Heilbronner et al., 2011). Some in vitro
studies have suggested the existence of several virulence factors,
including hemolysins, adhesion proteins [Fg-binding protein
Fbl (Mitchell et al., 2004) and von Willebrand factor-binding
protein vWbl (Nilsson et al., 2004b)] and iron-regulated surface
determinant proteins (Heilbronner et al., 2016).
A variety of molecular typing methods have been developed
for S. lugdunensis characterization, including pulsed-ﬁeld gel
electrophoresis (Yeh et al., 2015), MLST (Chassain et al.,
2012), and MVLST (Didi et al., 2014). Phylogenetic analyses
by MLST and MVLST have shown the clonal population
structure, the mutational evolution of this pathogen, and the
absence of hypervirulent lineages. MLST has become the method
of choice for unambiguous clonal deﬁnition (Aanensen and
Spratt, 2005), however, there is a need for a portable tool with
greater discriminatory power than MLST for micro-evolution
based epidemiology.
Another method involves the typing of multiple, rapidly
evolving loci containing repeated sequences, known as VNTRs.
These markers can be used to build allelic proﬁles in MLVA
systems, in order to discriminate between clonal bacterial
populations (Van Belkum et al., 2007). Recently, we developed
the ﬁrst two VNTR-based schemes for S. lugdunensis typing:
a classic length-based MLVA method and a sequence-based
MLVA method known as the TRST method (Dahyot et al.,
2018). These typing methods were more discriminating than
MLST and MVLST, and represent promising tools for molecular
epidemiological studies of S. lugdunensis.
A more practical alternative to the multilocus approach is
the sequence-based typing of one or two highly polymorphic
loci. Indeed, when analyzing clonal populations, phylogenetic
inferences are rarely confounded via homologous genetic
recombination (Zaiß et al., 2009). This approach was previously
developed for a number of pathogens, including S. aureus (spa)
(Shopsin et al., 1999), Streptococcus pyogenes (emm) (Beall et al.,
1996), and Clostridium diﬃcile (TR6, TR10) (Zaiß et al., 2009).
Currently, S. aureus protein A (spa) gene is one of themost widely
used single genetic markers for S. aureus typing (Asadollahi
et al., 2018). spa-typing is an established method based on the
evaluation of number and sequence variation in mainly 24-bp
repeats at the X-region of spa (Frenay et al., 1996). spa-typing
was shown to be highly concordant with other typing methods
such as MLST or pulsed-ﬁeld gel electrophoresis (Shopsin et al.,
1999; Harmsen et al., 2003; Golding et al., 2008). Due to the clonal
population structure of S. aureus, spa-typing is considered as a
highly discriminating method for outbreak investigation and for
the assignment of strains to phylogenetic lineages in population
studies (Koreen et al., 2004; Strommenger et al., 2008). Like
spa-typing, a method using the clfA R-domain (18-pb repeats)
of clumping factor ClfA was shown to be useful for S. aureus
typing and grouping host-speciﬁc lineages (Said et al., 2009,
2010). This repeat region acts as a ﬂexible stalk to extend the Fg
binding domain from the cell surface (Hartford et al., 1997). The
clfA R-domain varies in size among diﬀerent S. aureus strains
(McDevitt and Foster, 1995; Said et al., 2009). Moreover, repeat
copy number has been shown to aﬀect adherence and clumping
titers of S. aureus strains (Hartford et al., 1997; Risley et al., 2007).
Interestingly, the Fbl protein coded by the fbl gene of
S. lugdunensis is closely related to the ClfA of S. aureus, showing
62% amino acid identity in the Fg-binding region (Mitchell
et al., 2004; Nilsson et al., 2004a). However, the R-domain of Fbl
(SDSDSA hexapeptide motif) is slightly diﬀerent to that of ClfA
(SD repeats only). It is encoded by a variable number of 18-bp
repeats located immediately upstream of the region coding the
C-terminal cell wall attachment sequence (Figure 1A). The size of
the R-domain of fbl varies according to the strains (Mitchell et al.,
2004). In this context, the analysis of the fbl R-domain could be a
potential useful marker for S. lugdunensis typing.
Therefore, the objectives of this study were (i) to develop
and evaluate the use of an fbl R-domain repeat-based system to
type diverse S. lugdunensis isolates, (ii) to compare its typing
performance with MLST and TRST, and (iii) to determine the
potential impact of fbl polymorphism on the ability of isolates to
bind to Fg in vitro.
MATERIALS AND METHODS
Bacterial Isolates
A total of 240 S. lugdunensis human isolates recovered from
230 patients were used in this study (Supplementary Table S1).
Among them, ten pairs of isolates were collected from ten
patients at time intervals ranging from 0 to 17 days. A ﬁrst
panel, the “TRST panel,” included 128 S. lugdunensis isolates
previously characterized by MLST and TRST and collected from
ﬁve regions of France and from Sweden (Dahyot et al., 2018).
A further set of 106 clinical isolates recovered from 101 patients
was collected at Rouen University Hospital in France from
January 2016 to December 2016. Lastly, six clinical isolates whose
complete genome sequence was available in our laboratory were
included in this study. Overall, the 240 isolates were recovered
from skin and soft tissue infections (n = 50), bone and joint
infections (n = 41), deep infections (n = 22), bacteremia (n = 12),
endocarditis (n = 9), medical device infections (n = 8), other
infections (n = 12), carriage (n = 79), and from undocumented
origin (n = 7). All 240 isolates were identiﬁed by matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-ﬂight mass.
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FIGURE 1 | Schematic representation of the Fbl protein and alignments of the 5′-end region. (A) The different regions indicated are S (signal peptide), N1-, N2-, and
N3-domains, R (repeat domain) and WMC (W, wall spanning; M, membrane spanning; C, cytoplasmic positively charged tail). Conserved motifs are indicated below.
The locations of the forward and reverse primers used to amplify and sequence the R-domain are shown at the top. (B) Nucleotide sequence alignment of the first
117 bp of fbl of isolates exhibiting the wild type sequence (fbl_WT) and isolates with a 4 bp deletion (fbl_D). Numbering begins at the start codon. Identical
sequences are denoted by asterisks. The position of the 4 bp deletion is shown with a red box. Alignment was obtained using the Clustal Omega tool
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. (C) Wild type (fbl_WT) and truncated Fbl (fbl_D) translation products of the signal peptide region of Fbl (amino acids
1–39). Beneath the alignment, preserved amino acid are indicated with asterisks. The deletion causing the frameshift mutation (E7fs) is indicated with a red box. The
asterisk denotes the stop codon (L22STOP).
DNA Extraction and PCR Amplification
Isolates were grown overnight at 37◦C on tryptic soy agar with 5%
horse blood agar plate. DNA was extracted using the InstaGene
Matrix kit (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) according to
the manufacturer’s recommendations. PCRs were performed on
a Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA,
United States) in a ﬁnal volume of 25 µl containing 12.5 µl
GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, Charbonnières-Les-
Bains, France), 0.50 µM of each primer and 5 µl of DNA.
PCR Amplification and DNA
Sequencing of the fbl Gene
The fbl gene of the 15 genomes of S. lugdunensis available in
the GenBank database and of six complete genomes sequenced
by our laboratory was aligned using clustal multiple sequence
alignment1. Primers fbl_R_F and fbl_R_R were designed for the
fbl-typing assay development to ﬂank the fbl R-domain (Table 1
and Figure 1A). Primers fbl_N_F and fbl_N_R were designed
1https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
TABLE 1 | Primers used in this study.
Name of
Target primer Primer sequence (5′–3′) References
fbl R-domain
amplification and
sequencing by
conventional PCR
fbl_R_F
fbl_R_R
TGGCATGGGATAATGAAGTAG
CCACTCCCGTATAGTAACT
This study
fbl Nter-domain
amplification and
sequencing by
conventional PCR
fbl_N_F
fbl_N_R
TTGCCTGTATAATGCTATCTT
TTTGACAAATTACGCTCCx
This study
fbl gene expression
by qRT-PCR
fbl_qRT_F
fbl_qRT_R
AATAGCGAGGCACAAGCAATA
GCAGGTGATACATCGGTGG
This study
16S rRNA gene
expression by
qRT-PCR
Q3
Q4
GAGGAAGGIGIGGAIGACGT
AGICCCGIGAACGTATTCAC
Tseng et al.,
2003
in the 5′ part of the gene to amplify and sequence a 264 bp
fragment corresponding to the region upstream the fbl gene
and its ﬁrst 125 bp (Table 1). All primers were designed using
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OLIGO Primer Design software (Molecular Biology Insights,
United States). Sequences were BLAST checked for homologous
regions. The PCR conditions were as follows: denaturation at
95◦C for 5 min, followed by 35 cycles of ampliﬁcation including
denaturation at 95◦C for 30 s, annealing at 55◦C for 30 s, and
extension at 72◦C for 30 s. A ﬁnal extension step at 72◦C for
5 min was performed. All PCR products were separated on 1%
agarose gel by electrophoresis, puriﬁed, and sequenced in both
forward and reverse directions by Euroﬁns GATC Biotech SARL
(Konstanz, Germany).
Identification of fbl-Types and
Cluster Analysis
The number and the sequence of fbl repeats were determined
with BioNumerics software (Version 7.6, Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium) using the “polymorphic VNTR typing”
plugin. To check that the entire repeat array had been sequenced,
the ﬂanking sequences were spotted but were not included as
typing information. Each unique 18-bp repeat sequence was
identiﬁed by a numeric code, known as the “repeat code.” Each
unique combination of repeat sequences deﬁned an “fbl-type,”
with a number followed by a lowercase letter, where the number
corresponds to the number of repeats and the letter to the
combination of the diﬀerent repeat sequences, e.g., fbl42a. Hence,
each fbl-type denotes a collection of speciﬁc repeat units arranged
in a precise pattern.
Cluster analysis of fbl sequences was performed using the
“polymorphic VNTR typing” plugin of BioNumerics software.
With this plugin, sequences are compared and aligned using
an algorithm based on the DSI (duplications, substitutions, and
indels) model for pairwise alignment of repeats (Benson, 1997).
A minimum spanning tree was generated from the similarity
matrix with the root node assigned to the ST with the greatest
number of related types. Default software parameters were used
for analysis with a bin distance of 1%, i.e., two entries having
a similarity of 99–100% will have a distance of 0 and two
entries that have a similarity of 98–99% will have a distance of
1. For cluster analysis, only fbl-types separated by a minimum
spanning tree distance of≤2 (i.e., if they were≥97% similar) were
considered closely related and assigned to the same cluster.
Data Analysis
The discriminatory ability and the congruence of the results
obtained using the diﬀerent typing methods were evaluated.
Simpson’s diversity index (DI) (Hunter and Gaston, 1988)
and AWs (Severiano et al., 2011) [plus CIs as described
by Grundmann et al. (2001)] were calculated using the
online tool at http://www.comparingpartitions.info/?link=Tool.
If the CI of any two methods overlaps, they may have
similar discriminatory powers at a 95% conﬁdence level. The
ratio of non-synonymous to synonymous substitutions (dN/dS)
was calculated with MEGA version 7 software using the
Maximum Likelihood analysis of natural selection codon-by-
codon. A ratio of >1 indicates positive selection, a ratio of
1 indicates no selection pressure and a ratio of <1 indicates
purifying selection.
Test of fbl Stability
To determine the stability of the fbl R-domain, two isolates
were subcultured on tryptic soy agar for 30 consecutive days by
streaking a single colony from each isolate on agar plates. The
original culture and subcultures 10, 20, 30 were used for DNA
extraction and the total DNA was subjected to the fbl assay.
Construction and Validation
of an fbl-Typing Server
An fbl allele database was created to store all identiﬁed fbl-types
in FASTA format. Perfect identity hits report the corresponding
fbl-type whereas imperfect hits report an “unknown” fbl-type,
and the user is encouraged to contact the curator to update
the database with this new variant. The Web tool has been
made publicly available and is hosted by Rouen Normandy
University2. Individual FASTA assemblies of the paired Sanger
sequences of 92 isolates identiﬁed with BioNumerics software
were analyzed with this newly developed Web tool, and output
results were compared.
Rapid Slide Latex Agglutination Tests
A rapid latex agglutination test was performed on all isolates
using the commercial S. aureus agglutination kit PastorexTM
Staph Plus (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) according to
the manufacturer’s instructions.
Adherence of Bacterial Cells
to Immobilized Fibrinogen
Bacterial adhesion to solid phase-adsorbed human Fg was
assessed in a 96-well plate format. Flat-bottom microtiter plates
were coated for 1 h at 37◦C with 50 µl per well of 10 µg/ml
human Fg or PBS. The plates were washed three times with
PBS and incubated at 37◦C for 1 h after addition of 250 µl
of 2% human serum albumin. The plates were washed three
times with PBS prior to the inoculation of bacterial suspension
prepared as follows. Bacterial isolates were inoculated in Mueller
Hinton broth and incubated overnight at 37◦C under constant
agitation. A volume of 100 µl of suspension was inoculated in
fresh broth (10 ml) and incubated at 37◦C for 3 h. Bacteria
were washed twice with PBS and adjusted to an OD600 nm = 0.9.
Fifty microliters of adjusted bacterial suspension were added per
well and after 1 h 30 min of incubation at 37◦C, the wells were
rinsed three times with PBS. Adherent bacteria were ﬁxed for
30 min at 60◦C, stained with 95 µl of 0.5% crystal violet in
0.5% ethanol for 15 min and air-dried after washings. Crystal
violet staining was solubilized into 100 µl of dimethyl sulfoxide
and the absorbance measured at OD595 nm using a microplate
reader. Adherence of isolates was evaluated in at least ﬁve wells,
and the experiment was performed at least twice. S. aureus
DU5925-mutant of the main Fg-binding adhesin was used as a
negative control (non-adherent); S. aureus 8325-4 and 8325-4
pCF4 were used as positive controls in all experiments (adherent
and hyper-adherent, respectively). Adherence of isolates was
expressed relative to that of 8325-4 (100%). All results were
2http://fbl-typing.univ-rouen.fr/
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expressed as mean percentages ± standard error of mean. After
suppression of signiﬁcant outliers (P < 0.05, online tool3),
adherence of isolates was compared to that of DU5925 using
Dunnett’s multiple comparisons test, and the global diﬀerence
was analyzed using ordinary one-way ANOVA (GraphPad Prism
statistical analysis). When the percentage of binding to solid-
phase Fg was signiﬁcantly diﬀerent to that of the negative
control strain it was categorized as “+++” and when it was
lower it was interpreted as “−”. Strains that did not belong
to the two previous categories were considered as “+”. The
impact of fbl genetic diversity (presence of the 5′-end frameshift
mutation or number of repeats in the R-domain) on adherence
was evaluated using a non-parametric analysis of variance test
(Kruskal–Wallis) on R software (version 3.5.1). A P-value of
<0.05 was regarded as signiﬁcant.
Total RNA Extraction
Cells were grown in trypticase soy broth at 37◦C in a
shaking incubator set at 150 rpm to mid-exponential phase
(OD600 nm = 1), and 1 ml was centrifuged (5 min at 8,000 × g,
4◦C). Pellets were resuspended in 200 µl TE Buﬀer (10 mM
Tris–HCl pH 8 and 1 mM EDTA) containing 2.1 mg lysozyme
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, United States) and 10 µg
lysostaphin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, United States).
Samples were vortexed for 30 s, incubated at 37◦C for
10 min, and lysed using the RA1 lysis buﬀer provided in
the NucleoSpin
R©
RNA kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France)
supplemented with β-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, United States). Next, a bead-beating procedure alternating
1 min cycles of beating with incubation on ice was performed.
RNA was isolated using the NucleoSpin
R©
RNA kit according to
the manufacturer’s instructions. The amount of RNA yielded was
assessed with a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientiﬁc, Montigny-le-Bretonneux, France). RNA samples were
then treated by TURBO DNA-freeTM kit (Ambion, Austin, TX,
United States) according to the manufacturer’s instructions.
Quantitative Real-Time PCR
The cDNA synthesis was performed using the Omniscript
R©
RT
kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. A total of 2 µg of RNA was reverse transcribed
in a 20 µL volume reaction using random primers (Promega,
Madison, WI, United States) and RNAse inhibitor (40 U/µl)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, United States). The quantitative RT-
PCR (qRT-PCR) primers listed in Table 1were used in 20µl PCR
mixtures which included SYBR
R©
Green PCR Master Mix (Bio-
Rad, Marnes la Coquette, France) and 1 µl of diluted cDNA tem-
plate (1:10 for fbl and 1:100 for 16S rRNA). A CFX96 real-time
PCR detection system (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France)
was used for qRT-PCR with the following PCR ampliﬁcation
program: initial denaturation step at 95◦C for 10 min, followed
by 40 cycles of ampliﬁcation including denaturation at 95◦C
for 30 s, annealing at 55◦C for 30 s, and extension at 72◦C
for 30 s. Melting curve analysis was used to identify speciﬁc
products increasing in 0.5◦C increment every 5 s from 55 to 95◦C.
3https://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs2/
Relative fbl expression levels for each isolate were quantiﬁed
using the gene expression analysis module of CFX ManagerTM
software (2−1CT method), with 16S rRNA gene as reference to
normalize the results. All S. lugdunensis isolates were assayed
as triplicates in each experimental run, and three independent
biological assays were performed. The statistical signiﬁcance of
fbl gene expression diﬀerences between the groups of Fg-binding-
negative (−) and Fg-binding-positive (+++) S. lugdunensis
isolates was determined based on Mann–Whitney–Wilcoxon
measurements. A P-value of< 0.05 was regarded as signiﬁcant.
RESULTS
fbl R-Domain Polymorphism
Two hundred and forty S. lugdunensis isolates from various
clinical and geographical backgrounds were characterized by
fbl-typing. The sequencing and assembling of all repeats was
successful, irrespective of length. The number of repeats varied
between 9 and 52, as identiﬁed by sequencing PCR products
ranging from 586 to 1360 bp in length. The mean number
of repeats in R-domain was 42 per isolate. Sequence analysis
identiﬁed 54 unique 18-bp repeat sequences, each given a
numeric code (Supplementary Table S2). The deduced amino
acid sequences of the repeats allowed identiﬁcation of 13
types of 6-amino-acid units (Supplementary Table S2). The
most frequent pattern was DSDSDA. Polymorphism resulted
in synonymous substitutions for most repeats, with a ratio
of non-synonymous to synonymous substitutions of 0.045,
suggesting a potential role of environmental selective pressure in
their evolution.
fbl-Typing Results
The organization of the repeats of the fbl R-domain (composition,
number and order of repeats) from each of the isolates was
represented as an fbl-type repeat code. Ninety-two distinct fbl-
types were deﬁned for the 240 isolates, designated fbl9a to fbl52a.
Supplementary Table S3 provides a complete overview of these
proﬁles. The most common fbl-types were fbl47b (n = 43), fbl45f
(n = 24) and fbl41a (n = 13). There were 68 unique fbl-types
(represented by only one patient). fbl-type was not accurately
predicted by the length of the variable region, as the number
of repeats was the same for many of the types (for example,
15 unique fbl-types had 45 repeat elements). To assess the
discriminatory power of fbl-typing, we included only one isolate
per patient as all the isolate pairs had the same fbl-type. Simpson’s
DI calculated from the 230 remaining unrelated isolates was
0.946 (Table 2).
fbl Clustering
A minimum spanning tree was constructed for the 240 isolates
in order to visualize the relationships among the fbl-types
(Figure 2A). The 92 unique fbl-types were distributed over 10
clusters (cluster 1–10), each containing more than 2 isolates, and
46 singletons. fbl clustering allowed the grouping of isolates that
had similar repeat organizations. The main cluster was cluster 1
(57 isolates) consisting of 20 fbl-types, then cluster 2 (52 isolates)
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TABLE 2 | Discriminatory power of the three typing methods for unrelated isolates.
All isolates (n = 230) TRST panel (n = 123)
Typing No. of No. of
method genotypes DIa CIb 95% genotypes DIa CIb 95%
fbl-typing 92 0.946 0.929–0.964 60 0.964 0.949–0.979
MLST NDc NDc NDc 25 0.899 0.872–0.926
TRST NDc NDc NDc 69 0.943 0.915–0.971
aDI, Simpson’s diversity index. bCI, confidence interval. cND, not determined.
with 6 fbl-types. These two largest fbl clusters comprised 45% of
all the isolates. Eighty-one % of the 240 isolates analyzed in the
study were part of a cluster.
The distribution of the isolates failed to identify any
correlation between fbl-types and clinical settings (Figure 2B).
Discriminatory Power and Concordance
Between Typing Methods
fbl-typing results were compared with those of MLST and
TRST for 128 isolates representative of the genetic diversity of
S. lugdunensis (Dahyot et al., 2018). Twenty-ﬁve STs belonging
to 7 CCs, 69 TRTs, and 60 fbl-types were identiﬁed for
these isolates (Table 2). Simpson’s DI for 123 of these 128
isolates (only one genotype was included per patient to avoid
any bias) was calculated at 0.964 for fbl-typing, 0.899 for
MLST and 0.943 for TRST (Table 2). Thus, MLST showed
the lowest discriminatory power, whereas fbl-typing and TRST
showed comparable high discriminatory power. The ﬁve pairs
of epidemiologically related isolates considered as clonal by
MLST and TRST belonged to the same fbl-types. This supports
the in vivo stability of the fbl R-domain, and attests the
epidemiological concordance of the method.
The clustering by both fbl-typing and MLST was similar, as
shown by the minimum spanning tree analysis (Figure 2A). For
example, isolates of fbl clusters 1 and 2 belonged to CC1 and CC3,
respectively. One of the most noticeable ﬁndings was that each
fbl-type was associated with only a single CC. Thus, fbl-typing
provided CC assessment for all the isolates (Supplementary
Table S3). This was conﬁrmed by the calculation of the AW
of fbl-typing (Table 3). If any two isolates shared the same fbl-
type, they had a 100% probability of belonging to the same CC.
Supplementary Table S3 is provided as a preliminary guideline
for correspondence between fbl-types and MLST CCs.
However, fbl-typing was less able to predict ST (AW = 0.680)
(Table 3), as an fbl-type could correspond to several STs.
Conversely, some STs could contain up to 11 diﬀerent fbl-types,
like ST2 and ST3. On the other hand, the low AW coeﬃcients
between fbl-typing and TRST showed that fbl-types was able to
predict TRTs with a 35% probability (Table 3).
Therefore, fbl-typing further discriminated new genotypes
in the MLST CCs on multiple occasions (for six of the
seven CCs analyzed) (Table 4). For instance, 12 fbl-types were
identiﬁed for the CC2 isolates whereas only ﬁve STs and ﬁve
TRTs were described for these isolates by MLST and TRST,
respectively. Isolates of CC1 encompassed 20 unique fbl-types
while MLST only distinguished 5 STs whereas TRST allowed the
identiﬁcation of 28 TRTs.
Stability of fbl R-Domain
The stability of the fbl R-domain was examined, showing that, for
each isolate, fbl-types were identical between the original isolates
and their 10th, 20th, and 30th subcultures, indicating that the
R-domain of fbl was stable.
Construction and Validation of an
“fbl-Typing Server”
An fbl-typing server was constructed to perform fbl-typing using
sequencing data saved in a FASTA format. It is a free access Web-
based service hosted by Rouen Normandy University (see text
footnote 2). The server contains data on the 92 fbl-types available
at the time of the study. The fbl-typing Web tool was evaluated
and identiﬁed fbl-types correctly with a 100% identity match.
fbl 5′-End Polymorphism
We examined the complete sequence variation of the fbl gene
in published S. lugdunensis genomes, and discovered a 4 bp
deletion occurring at position 12 from the start codon for two
isolates (Figure 1B). In silico analysis suggested that this deletion
caused a frameshift mutation leading to a premature translational
stop (L22STOP) (Figure 1C). One hundred and forty-six isolates
were screened for this deletion by Sanger sequencing. The
deletion was found in 27 isolates, belonging to diﬀerent fbl-
types (Supplementary Table S1). Twenty-six of the 27 isolates
belonged to CC1, with a distribution that varied according to the
ST. All isolates characterized as ST12 (n = 8) and ST15 (n = 6)
had this deletion, whereas isolates belonging to ST1 (n = 12) and
ST7 (n = 1) did not. Within ST6 (CC1), 11 of the 15 isolates (73%)
had the deletion. The only isolate that had the deletion and was
not from CC1 belonged to ST3 (CC3).
Fibrinogen Binding
The 240 isolates were ﬁrst tested with rapid latex agglutination
test which yielded positive results for 77 isolates (32%) (Table 5).
Then, the ability to bind to immobilized human Fg was tested for
55 isolates with diﬀerent fbl gene characteristics in terms of fbl-
types and presence or absence of the 5′-end deletion. The level of
bacterial binding to immobilized Fg varied considerably between
the clinical isolates tested (0 to 133% of the positive control strain)
(Supplementary Figure S1). Six of the 55 isolates signiﬁcantly
bound to solid-phase Fg (+++) and ten adhered poorly (+)
(Table 5). Thirty-nine isolates did not bind to solid-phase Fg (−).
Statistical comparisons of the ability of isolates to bind
to Fg showed that the group of 19 isolates with the 5′-end
deletion of the fbl gene was signiﬁcantly associated with a lower
ability to bind to Fg (6.47%) than the group of 36 isolates
without the deletion (25.43%) (P < 0.001). Moreover, within the
group of isolates without the fbl deletion, the isolates with ≥43
repeats bound signiﬁcantly more strongly to Fg (37.64%) than
those with <43 repeats (6.23%) (P < 0.001). All isolates that
signiﬁcantly adhered to solid-phase Fg were tested positive in the
agglutination test. Only three isolates reacted in the agglutination
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FIGURE 2 | Minimum spanning tree analysis of the 240 S. lugdunensis isolates based on fbl-types. Cluster analysis was performed using the polymorphic VNTR
typing plugin of BioNumerics. fbl-types separated by a minimum spanning tree distance of ≤2 (i.e., if they were ≥97% similar) were considered closely related and
assigned to the same cluster. Each circle represents an fbl-type and its size is proportional to the number of isolates. The length of the branches expressed the
minimum spanning tree distance between two fbl-types. Gray zones around circles delineate fbl clusters. The colors used are based (A) on clonal complexes (CCs)
defined by MLST, undetermined, unknown CC (isolates non-characterized by MLST) and (B) on clinical contexts.
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TABLE 3 | Adjusted Wallace coefficients and 95% confidence intervals for the 123
unrelated isolates typed by multilocus sequence typing (MLST), tandem repeat
sequence typing (TRST), and fbl-typing.
CC (MLST) ST (MLST) TRST type fbl-type
CC 0.477 0.257 0.158
(MLST) (0.398–0.555) (0.176–0.339) (0.089–0.226)
ST 1.000 0.487 0.225
(MLST) (1.000–1.000) (0.371–0.602) (0.126–0.324)
TRST type 1.000 0.901 0.215
(1.000–1.000) (0.828–0.974) (0.076–0.353)
fbl-type 1.000 0.680 0.351
(1.000–1.000) (0.521–0.840) (0.202–0.500)
CC, clonal complex; ST, sequence type.
TABLE 4 | Ability of the three typing methods to discriminate the 123 unrelated
isolates within major S. lugdunensis clonal complexes (CCs) defined by multilocus
sequence typing (MLST).
CC MLST TRST fbl-typing
(No. of No. of No. of No. of
isolates) STs DIa TRTs DIa fbl-types DIa
1 (37) 5 0.752 28 0.962 20 0.896
2 (18) 5 0.405 5 0.405 12 0.922
3 (30) 3 0.131 6 0.310 11 0.710
4 (6) 3 0.600 6 1 3 0.733
5 (10) 3 0.511 8 0.956 2 0.200
6 (15) 2 0.133 10 0.914 6 0.810
7 (4) 2 0.667 3 0.833 3 0.833
Singleton (3) 2 0.667 3 1 3 1
Total 25 0.899 69 0.943 60 0.964
ST, sequence type; TRT, tandem repeat sequence typing type. aDI, Simpson’s
diversity index.
test but did not bind to solid-phase Fg (Table 5). No diﬀerence
in Fg-binding phenotypes was observed according to the type of
clinical specimen.
fbl Gene Expression Analysis
The level of fbl gene transcript in mid-exponential phase cells
was determined by real-time qRT-PCR for ten isolates selected to
represent ﬁve Fg-binding-negative and ﬁve Fg-binding-positive
isolates. Isolates displayed variability in the relative fbl expression,
ranging from 0.002 to 0.382. However, there was no signiﬁcant
diﬀerence (P > 0.05) in fbl expression level between the two
groups (0.015 ± 0.011 for Fg-binding-negative isolates and
0.130± 0.172 for Fg-binding-positive isolates).
DISCUSSION
Staphylococcus lugdunensis is a signiﬁcant human pathogen with
distinct clinical and microbiological characteristics compared
to other CoNS (Frank et al., 2008; Becker et al., 2014).
To better understand the genetic background and population
structure of S. lugdunensis, several sequence-based methods
have been developed, such as MLST, MVLST and more
recently TRST (Chassain et al., 2012; Didi et al., 2014;
Dahyot et al., 2018). Phylogenetic analysis has shown the
clonal population structure and the mutational evolution of
this species. Therefore, single locus DNA sequencing of the
repeated regions of the gene could be a reliable method for
the accurate typing of S. lugdunensis, as described for S. aureus
(Shopsin et al., 1999).
The fbl R-domain appears to be a reliable marker for typing
as it encodes SD-repeat motif. SD repeats have been explored for
S. aureus genotyping because of their polymorphism in both copy
number and sequence (Koreen et al., 2005; Said et al., 2009, 2010).
In the present study, we have developed and evaluated a new
typing system for S. lugdunensis based on the DNA sequencing
of the fbl R-domain as an alternative technique in clinical and
research settings.
Our isolate collection fulﬁlled van Belkum’s criteria (Van
Belkum et al., 2007) for validation and application of typing
methods for use in bacterial epidemiology because it included
a large “test population” of isolates representative of the genetic
diversity of S. lugdunensis as well as a set of clinical isolates
with well-deﬁned inclusion criteria. Unambiguous fbl-types were
determined for all the 240 isolates analyzed. The comparison of
fbl-typing with previously obtained MLST and TRST typing data
revealed that fbl-typing was highly discriminating compared to
MLST, not only in terms of genotypes but also for discriminatory
index. In particular, fbl-typing showed extensive polymorphism
in some clonal groups deﬁned by MLST, like CC1. Moreover,
we have shown that there was an excellent correlation between
the clustering of isolates by fbl-typing and MLST. The success
rate of fbl-types to predict MLST CCs was 100%, which has
allowed us to provide a preliminary guideline for assigning
CC from fbl-type (Supplementary Table S3). Typing data from
future studies could be used to expand our knowledge of fbl-
MLST mappings, which would be extremely useful in the daily
typing of S. lugdunensis. Notably, this could be particularly useful
to detect putative clonal dissemination of methicillin resistant
clones, as described in a tertiary medical center in Taiwan
(Cheng et al., 2015).
The fact that fbl-typing can group isolates in congruence with
MLST indicates that the fbl locus is non-recombinogenic in a
clonal background. This region is not only variable enough to
provide adequate strain discrimination but is also stable enough
to group related strains and to be used as a typing tool. Analysis
showed that repeat composition and organization, rather than the
number of repeats, allowed a correlation between fbl-typing and
MLST clustering, as described for spa-typing of S. aureus (Koreen
et al., 2004). fbl-typing could represent a valuable tool able to
simultaneously index genetic variations that accumulate both
rapidly (repeat number variations) and slowly (point mutations)
by two independent mechanisms. Thus, it could be useful in
both long- and short-term epidemiological outbreaks and in
population-based studies. Interestingly, fbl-typing had the same
discriminatory power as TRST, while analyzing a single VNTR.
This is probably because fbl repeats aremore prone to duplication
and deletion via slipped-strand mispairing as they are smaller
(18-bp repeats) than those used for TRST (50 bp on average)
(Dahyot et al., 2018).
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TABLE 5 | Bacterial adherence to immobilized fibrinogen.
Clinical Premature stop Binding to solid- Agglutination
isolate fbl-type codon in fbl gene MLST CC phase fibrinogen test Clinical source City
SL_T29 43g – 1 +++∗∗∗∗ Positive Material device infection Rouen
SL_R30 45l – ND +++∗∗ Positive SSTI Rouen
SL_V03 47b – 3 +++∗∗ Positive SSTI Strasbourg
SL_V74 45b – 2 +++∗ Positive Bacteremia Strasbourg
SL_T117 45f – 1 +++∗ Positive Carriage Kronoberg
SL_V51 45h – 1 +++∗ Positive BJI Strasbourg
SL_T118 40b – 6 + Negative Carriage Kronoberg
SL_T122 43g – 1 + Positive Carriage Tours
SL_V06 45c – 2 + Negative Deep infection Strasbourg
SL_R34 45f – ND + Positive SSTI Rouen
SL_V05 45g – 1 + Positive Deep infection Strasbourg
SL_V35 45i – 1 + Positive Catheter related bacteremia Strasbourg
SL_R44 47b – ND + Negative Carriage Rouen
SL_V34 52a – 4 + Positive SSTI Strasbourg
SL_V07 21a L22STOP 1 + Negative Deep infection Strasbourg
SL_V24 44a L22STOP 1 + Negative BJI on material Strasbourg
SL_C47 13a – 3 − Negative Carriage Strasbourg
SL_R59 13a – ND − Negative BJI Rouen
SL_R87 18a – ND − Negative Carriage Rouen
SL_V50 24a – 3 − Negative BJI on material Strasbourg
SL_R74 37a – ND − Negative Carriage Rouen
SL_DSM 41b – 6 − Positive SSTI Unknown
SL_T55 41b – 6 − Negative SSTI Nantes
SL_V70 41c – 7 − Negative SSTI Strasbourg
SL_C35 42a – 3 − Negative Carriage Strasbourg
SL_C72 42d – 3 − Negative Carriage Strasbourg
SL_R72 42f – ND − Negative Deep infection Rouen
SL_V78 43a – 3 − Negative SSTI Strasbourg
SL_R41 45b – ND − Negative SSTI Rouen
SL_V77 45d – 7 − Positive Catheter related bacteremia Strasbourg
SL_R29 45d – ND − Positive Carriage Rouen
SL_C42 45e – 7 − Positive Carriage Strasbourg
SL_V31 47a – 3 − Negative Urinary infection Strasbourg
SL_V10 47c – 3 − Negative Material device infection Strasbourg
SL_V21 47d – 3 − Negative Catheter related bacteremia Strasbourg
SL_V48 52a – 4 − Negative Deep infection Strasbourg
SL_R99 9a – ND − Negative Carriage Rouen
SL_T10 9a – Singleton − Negative BJI Rouen
SL_V81 30a L22STOP 1 − Negative SSTI Strasbourg
SL_V08 40c L22STOP 1 − Negative SSTI Strasbourg
SL_C60 43c L22STOP 1 − Negative Carriage Strasbourg
SL_V13 43c L22STOP 1 − Negative BJI on material Strasbourg
SL_V27 43c L22STOP 1 − Negative BJI on material Strasbourg
SL_V36 43c L22STOP 1 − Negative BJI Strasbourg
SL_V66 43c L22STOP 1 − Negative BJI on material Strasbourg
SL_T13 45f L22STOP 1 − Negative Endocarditis Rouen
SL_V09 45f L22STOP 1 − Negative SSTI Strasbourg
SL_V32 45f L22STOP 1 − Negative SSTI Strasbourg
SL_V64 45f L22STOP 1 − Negative SSTI Strasbourg
SL_V79 45f L22STOP 1 − Negative Deep infection Strasbourg
(Continued)
Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 9 May 2019 | Volume 10 | Article 1109
Dahyot et al. fbl-Typing of Staphylococcus lugdunensis
TABLE 5 | Continued
Clinical Premature stop Binding to solid- Agglutination
isolate fbl-type codon in fbl gene MLST CC phase fibrinogen test Clinical source City
SL_R15 45k L22STOP ND − Negative Carriage Rouen
SL_V38 46a L22STOP 1 − Negative BJI on material Strasbourg
SL_C62 46b L22STOP 1 − Negative Carriage Strasbourg
SL_V62 46c L22STOP 1 − Negative SSTI Strasbourg
SL_V33 45a L22STOP 1 − Negative Deep infection Strasbourg
The fibrinogen (Fg) binding analysis was performed in two independent experiments measured in at least five wells. Statistical differences compared to S. aureus DU5925
(negative control) used Dunnett’s multiple comparisons test (P < 0.05). “+++”: S. lugdunensis strains that bound significantly to solid-phase Fg (ordinary one-way
ANOVA: ∗∗∗∗P < 0.0001, ∗∗P < 0.001, and ∗P < 0.05), “−”: strains with binding inferior to the negative control and “+”: others strains. CC, clonal complex; ND, not
determined; SSTI, skin and soft tissue infection; BJI, bone and joint infection.
The major advantage of fbl-typing is that a single locus allows
the retrieval of adequate typing information, relative to MLST
and TRST, which require combined allelic information from
seven loci. The use of a single locus marker is less costly, less
time-consuming, and less error prone compared to multilocus
techniques. Moreover, another advantage of fbl-typing is the
unambiguity and portability of the sequence data obtained. We
have developed an InternetWeb site which facilitates information
exchange between laboratories and the creation of a large-scale
database to evaluate global (such as the study of internationally
circulating clones) and local (such as transmission from patient
to patient) epidemiology.
However, fbl-typing has some limitations. First, from a
technical point of view fbl-typing may be more diﬃcult than
spa-typing, even though sequencing technology is improving,
due to the large mean size of the ampliﬁed region (1180 bp),
compared to that of spa (556 bp) (Shopsin et al., 1999).
Moreover, for some clonal lineages, like CC1 and CC3, we have
observed that although they span a wide variety of fbl-types,
only a few of them seem able to spread eﬃciently in hospitals.
For example, fbl47b was the most predominant fbl-type at
StrasbourgUniversity Hospital and at RouenUniversity Hospital,
over diﬀerent study periods. This was also demonstrated in a
previous study by alternative typing methods such as TRST
(Dahyot et al., 2018). The same phenomenon was described
for S. aureus with the endemic spread of highly successful
spa types, resulting in a potential lack of discrimination
in local hospital epidemiology (Strommenger et al., 2008).
However, the rapid expansion of whole genome sequencing will
certainly overcome these limitations. A study has shown that
spa typing by whole genome sequencing can reliably replace
Sanger sequencing (Bartels et al., 2014). Thus, future fbl-types
of worldwide S. lugdunensis isolates will certainly be identiﬁed
by in silico analysis, with the advantage that other genes of
interest can easily be analyzed, including genes used for typing
like MLST and TRST genes, alternative polymorphic regions,
virulence genes and resistance genes. These additional markers
could be considered to improve the discriminatory ability of
predominant fbl-types.
Since Fbl has been shown to be the major Fg-binding protein
of S. lugdunensis (Marlinghaus et al., 2012), we sought to
determine whether the genetic variability of fbl observed was
related to the ability of the isolates to bind to Fg. Some strains
of S. lugdunensis could be misidentiﬁed as S. aureus using
agglutination-based kits (Shin et al., 2007). Hence in our study,
all isolates were ﬁrst tested by latex agglutination assay. A positive
clumping reaction was observed for 32% of the isolates, which
was comparable to that obtained by one study (Szabados et al.,
2011), but lower than that reported by others [64.7% (Mateo et al.,
2005) and 83.7% (Iorio et al., 2007)]. As previously shown, these
diﬀerences can be explained by the use of diﬀerent commercial
assays (Personne et al., 1997). Furthermore, even if Fbl was
shown as the only Fg-binding surface protein of S. lugdunensis
(Marlinghaus et al., 2012), other Fg-binding proteins could cross-
react in these assays. Indeed, other genes encoding proteins
potentially involved in Fg-binding have been described, as a
putative Fg/ﬁbronectin binding adhesin which is homologous to
FbpA of S. aureus (Heilbronner et al., 2011; Szabados et al., 2011;
Didi et al., 2014), AtlL (Hussain et al., 2015), and SlsD that has
putative structural similarity to the Fg-binding domain of SdrG of
S. epidermidis (Heilbronner et al., 2011). The ability of 55 isolates
to promote adherence to immobilized human Fg showed that
binding greatly varied according to the isolates, as described for
S. aureus (Ythier et al., 2010). These diﬀerences in Fg-binding
may be explained by several factors.
Our ﬁrst hypothesis is based on the observation that some
isolates revealed a key genetic diﬀerence in the 5′-end of the fbl
gene. A deletion of 4 bp was observed, resulting in a frameshift
mutation which potentially radically truncates the Fbl protein
from 881 to 21 amino acids. Frameshift mutations tend to occur
at repetitive DNA sequences when a misalignment produces
either addition or deletion of nucleotides (Lovett, 2004). Here,
the deletion occurred in the repeat motif AAAG (Figure 1B). We
showed that isolates with this deletion bound to Fg signiﬁcantly
less strongly than the group of isolates without the deletion
(P < 0.001). To conﬁrm these results, the expression of Fbl at
the protein level should be performed by Western-blot analysis
from both cellular and supernatant fractions. We predict that
for isolates containing a frameshift mutation no Fbl protein will
be detected in any cellular fraction. Furthermore, this deletion
appeared interestingly to be highly CC-dependent, since it was
observed only within CC1 except for one isolate. Most of the
isolates belonging to ST6, which is the predicted founder of CC1,
presented the deletion. Of note, the deletion was not found for
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isolates belonging to ST1 and ST7 whereas ST12 and ST15 clones
were uniformly associated with the deletion, all four STs evolving
from ST6. Therefore, we can assume that this particular event
might have arisen in some ST6 strains and has been “transmitted”
to ST12 and ST15, constituting a special feature of these STs. This
ﬁnding has to be conﬁrmed in a larger collection of isolates.
A second explanation could be that the copy number of
repeats in the fbl R-domain would aﬀect the Fg-binding capacity.
This region is thought to span the thick peptidoglycan layer of
the cell wall and to allow exposure of the ligand-binding domain
at the cell surface by analogy with other Sdr proteins (Hartford
et al., 1997). Of note, although major variation exists at the DNA
level, the R-domain is mainly constituted of the motif DSDSDA
suggesting positive environmental selective pressure and the
critical role of serine, aspartate, and alanine in the functionality
of the protein. Moreover, many SD repeats are known to be
required for functional expression of the ligand-binding domain
of ClfA on the cell surface (Hartford et al., 1997). By analogy, it is
possible that the length of the repeat domain within fbl is critical
for protein function. Our ﬁndings show that isolates displaying
fewer than 43 repeats were signiﬁcantly weakly adherent to Fg.
To conﬁrm this trend and to determine the minimum length
required to span the entire cell wall and to display the Fg-binding
domain, it would be necessary to construct variants of Fbl with
truncated R-domains.
However, some Fg-binding-negative isolates carried more
than 43 repeats and did not have the deletion. These results
could be explained by the loss or insuﬃcient expression of the
fbl gene. However, qRT-PCR results were not in favor of this
hypothesis. Further analysis should be performed on a larger
number of isolates. The last hypothesis is that the production
of an extracellular matrix such as a capsule could mask the
accessibility of the surface protein (Frank et al., 2008). Risley
et al. (2007) described the inhibition of S. aureus ClfA-mediated
binding to Fg and platelets by capsular polysaccharide expression,
which cannot be overcome by a full length repeat region.
The genetic diversity of the fbl gene could make it
an important target for adaptive evolution through host
specialization and other environmental factors. Thus, it could
inﬂuence the pathogenicity of S. lugdunensis by increasing ﬁtness
to colonize host surfaces or inducing infective endocarditis.
Neither fbl-types nor Fg adherence phenotypes predicted clinical
contexts. Notably, an infectious endocarditis isolate did not
display Fg adhesion while a carrier isolate exhibited very strong
adhesion. In S. aureus, ClfA was observed to be critical for valve
colonization in rats with experimental endocarditis as well as
septic arthritis in mice (Josefsson et al., 2001; Que et al., 2005).
Conversely, the Fg-binding ability of S. aureus strains did not
predict the outcome in a rat model of infective endocarditis
(Ythier et al., 2010). Authors explained this apparent paradox by
a possible diﬀerential gene expression in vivo, human host factors
or adhesin redundancy. In a previous study, it was demonstrated
that an S. lugdunensis mutant defective in the surface protein
Fbl was not signiﬁcantly less virulent than the wild-type strain
in a rat endocarditis model, although a trend toward reduced
virulence was observed (Heilbronner et al., 2013). However, only
one clinical isolate, that caused a milder course of disease than
an S. aureus strain, was tested. Therefore, the virulence of other
clinical isolates of S. lugdunensis and their fbl mutants should be
compared in animal models of endocarditis but also in murine
nasal colonization assays to study the implication of Fbl in
adhesion to host surfaces.
CONCLUSION
In conclusion, we have demonstrated that the repeat region
of fbl is polymorphic enough to provide a useful target for
the development of a single locus genotyping assay. fbl-typing
is highly discriminating compared to MLST and equivalent to
TRST even if only one locus is analyzed. Predicting CCs with
high accuracy, fbl-typing could be a frontline tool for typing
S. lugdunensis strains in both basic and applied research. The
development of a free access Web tool to identify fbl-types
enables the valuable exchange of information that can be used
both in local epidemiology and in international multicenter
surveillance of S. lugdunensis lineages. Moreover, we have shown
that S. lugdunensis isolates displayed natural variability in their
adherence to immobilized human Fg, which could be partly
explained by some genetic variations in the fbl gene. It still
remains to be determined whether fbl polymorphism inﬂuences
the expression of Fbl protein on the cell surface and has an
impact on the colonization of the host tissue and the subsequent
development of infection.
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Table S1. Characteristics of the 240 S. lugdunensis  isolates included in this study.
ND : not determined. a N: negative, P: positive
TRST
Sequence
 type 
(ST)
Clonal 
complex 
(CC)
TRST 
type
(TRT) 
SL_V01 Strasbourg Deep infection 5 5 10 41a _ N
SL_V02 Strasbourg Osteoarticular on material 1 1 41 45g _ P
SL_V03 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 1 47b _ P
SL_V04 Strasbourg Material device 3 3 1 47b _ N
SL_V05 Strasbourg Deep infection 1 1 40 45g _ P
SL_V06 Strasbourg Deep infection 2 2 2 45c _ N
SL_V07 Strasbourg Deep infection 6 1 8 21a L22STOP N
SL_V08 Strasbourg Skin and soft tissue 15 1 47 40c L22STOP N
SL_V09 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 8 45f L22STOP N
SL_V10 Strasbourg Material device 3 3 1 47c _ N
SL_V11 Strasbourg Skin and soft tissue 5 5 7 41a _ N
SL_V12 Strasbourg Skin and soft tissue 5 5 7 41a _ N
SL_V13 Strasbourg Osteoarticular on material 12 1 3 43c L22STOP N
SL_V14 Strasbourg Catheter related bacteremia 24 6 22 41b _ P
SL_V15 Strasbourg Osteoarticular on material 2 2 16 38a _ N
SL_V16 Strasbourg Skin and soft tissue 12 1 45 43c L22STOP N
SL_V17 Strasbourg Osteoarticular 6 1 21 45f _ P
SL_V18 Strasbourg Deep infection 24 6 4 41b _ P
SL_V19 Strasbourg Osteoarticular on material 2 2 2 38b _ N
SL_V20 Strasbourg Skin and soft tissue 24 6 30 39a _ P
SL_V21 Strasbourg Catheter related bacteremia 3 3 1 47d _ N
SL_V22 Strasbourg Endocarditis 24 6 24 42b _ N
SL_V23 Strasbourg Osteoarticular on material 24 6 26 42c _ N
SL_V24 Strasbourg Osteoarticular on material 12 1 46 44a L22STOP N
SL_V25 Strasbourg Osteoarticular on material 5 5 12 41a _ N
SL_V26 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 13 47b _ N
SL_V27 Strasbourg Osteoarticular on material 12 1 33 43c L22STOP N
SL_V28 Strasbourg Material device 24 6 5 43b _ P
SL_V29 Strasbourg Urinary 24 6 5 43b _ P
SL_V30 Strasbourg Catheter related bacteremia 31 5 25 41a _ N
SL_V31 Strasbourg Urinary 3 3 1 47a _ N
SL_V32 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 3 45f L22STOP N
SL_V33 Strasbourg Deep infection 6 1 28 45a L22STOP N
SL_V34 Strasbourg Skin and soft tissue 4 4 48 52a _ P
SL_V35 Strasbourg Catheter related bacteremia 1 1 42 45i _ P
SL_V36 Strasbourg Osteoarticular 12 1 3 43c L22STOP N
SL_V37 Strasbourg Endocarditis 1 1 18 45f _ P
SL_V38 Strasbourg Osteoarticular on material 6 1 20 46a L22STOP N
SL_V39 Strasbourg Skin and soft tissue 24 6 5 43b _ P
SL_V40 Strasbourg Osteoarticular on material 1 1 43 39b _ P
SL_V41 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 1 47b _ N
SL_V42 Strasbourg Urinary 24 6 4 40b _ P
SL_V43 Strasbourg Osteoarticular 24 6 4 40b _ N
SL_V44 Strasbourg Osteoarticular 6 1 3 39c _ P
SL_V45 Strasbourg Osteoarticular 24 6 4 41b _ P
SL_V46 Strasbourg Deep infection 24 6 27 41b _ N
SL_V47 Strasbourg Osteoarticular 3 3 1 47a _ N
SL_V48 Strasbourg Deep infection 4 4 49 52a _ N
SL_V49 Strasbourg Osteoarticular 2 2 2 38a _ N
SL_V50 Strasbourg Osteoarticular on material 3 3 1 24a _ N
SL_V51 Strasbourg Osteoarticular 6 1 35 45h _ P
Agglutination 
test a
"TRST panel" (n = 128)
Isolate
ID City
Clinical
source
MLST
fbl-
type
Premature 
stop codon 
in fbl  gene
SL_V52 Strasbourg Osteoarticular on material 1 1 19 35a _ P
SL_V53 Strasbourg Osteoarticular 2 2 2 45b _ N
SL_V54 Strasbourg Osteoarticular 5 5 23 41a _ N
SL_V55 Strasbourg Osteoarticular 31 5 11 41a _ N
SL_V56 Strasbourg Material device 3 3 17 13a _ N
SL_V57 Strasbourg Deep infection 1 1 44 21b _ P
SL_V58 Strasbourg Catheter related bacteremia 4 4 50 49a _ N
SL_V59 Strasbourg Osteoarticular on material 3 3 1 47b _ N
SL_V60 Strasbourg Skin and soft tissue 2 2 2 36a _ N
SL_V61 Strasbourg Osteoarticular on material 3 3 1 47b _ N
SL_V62 Strasbourg Skin and soft tissue 15 1 36 46c L22STOP N
SL_V63 Strasbourg Deep infection 2 2 2 34a _ N
SL_V64 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 32 45f L22STOP N
SL_V65 Strasbourg Osteoarticular 28 Singleton 15 48a _ P
SL_V66 Strasbourg Osteoarticular on material 12 1 3 43c L22STOP N
SL_V67 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 1 45j _ N
SL_V68 Strasbourg Deep infection 2 2 2 38c _ N
SL_V69 Strasbourg Urinary 28 Singleton 14 48b _ P
SL_V70 Strasbourg Skin and soft tissue 27 7 9 41c _ N
SL_V71 Strasbourg Skin and soft tissue 2 2 2 23a _ N
SL_V72 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 1 47b _ N
SL_V73 Strasbourg Urinary 5 5 38 41a _ P
SL_V74 Strasbourg Bacteremia 2 2 51 45b _ P
SL_V75 Strasbourg Skin and soft tissue 2 2 2 40a _ N
SL_V76 Strasbourg Deep infection 3 3 1 47b _ N
SL_V77 Strasbourg Catheter related bacteremia 26 7 39 45d _ P
SL_V78 Strasbourg Skin and soft tissue 3 3 1 43a _ N
SL_V79 Strasbourg Deep infection 6 1 31 45f L22STOP N
SL_V80 Strasbourg Osteoarticular on material 6 1 6 45f _ P
SL_V81 Strasbourg Skin and soft tissue 6 1 6 30a L22STOP N
SL_V82 Strasbourg Skin and soft tissue 1 1 34 25a _ P
SL_C08 Strasbourg Carriage 3 3 1 47b _ N
SL_C18 Strasbourg Carriage 6 1 29 45f L22STOP N
SL_C21 Strasbourg Carriage 3 3 1 47a _ N
SL_C22 Strasbourg Carriage 3 3 1 47b _ N
SL_C27 Strasbourg Carriage 3 3 1 47b L22STOP N
SL_C35 Strasbourg Carriage 3 3 37 42a _ N
SL_C42 Strasbourg Carriage 26 7 52 45e _ P
SL_C47 Strasbourg Carriage 3 3 1 13a _ N
SL_C60 Strasbourg Carriage 12 1 3 43c L22STOP N
SL_C62 Strasbourg Carriage 15 1 6 46b L22STOP N
SL_C68 Strasbourg Carriage 2 2 2 38a _ N
SL_C71 Strasbourg Carriage 27 7 9 41c _ N
SL_C72 Strasbourg Carriage 3 3 1 42d _ N
SL_C75 Strasbourg Carriage 3 3 1 47b _ P
SL_C77 Strasbourg Carriage 3 3 1 47b _ P
SL_C85 Strasbourg Carriage 3 3 1 13a _ N
SL_T02 Rouen Endocarditis 8 2 58 45b _ N
SL_T03 Rouen Bacteremia 9 4 68 23b _ P
SL_T09 Rouen Bacteremia 5 5 53 42e _ N
SL_T10 Rouen Osteoarticular 13 Singleton 60 9a _ N
SL_T119 Kronoberg Carriage 1 1 61 45g _ P
SL_T21 Rouen Deep infection 10 6 62 42b _ N
SL_T27 Rouen Osteoarticular on material 4 4 67 49a _ P
SL_T37 Rouen Catheter related bacteremia 16 3 59 47b _ N
SL_T53 Nantes Material device 3 3 1 39d _ N
SL_T56 Nantes Osteoarticular 14 2 2 45b _ P
SL_T59 Nantes Skin and soft tissue 6 1 64 45f L22STOP P
SL_T62 Bordeaux Bacteremia 17 4 66 49a _ P
SL_T66 Bordeaux Bacteremia 18 5 10 41a _ N
SL_T68 Bordeaux Bacteremia 7 1 65 44c _ P
SL_T73 Nancy Bacteremia 19 2 56 42h _ N
SL_T74 Nancy Skin and soft tissue 12 1 3 43c L22STOP P
SL_T76 Nancy Osteoarticular 20 3 57 47b _ P
SL_T84 Montpellier Deep infection 15 1 69 45f L22STOP N
SL_T85 Montpellier Osteoarticular on material 2 2 2 45o _ N
SL_AP1 Rouen Osteoarticular 3 3 1 47b _ N
SL_AP2 Rouen Osteoarticular 3 3 1 47b _ P
SL_CB1 Rouen Bacteremia 15 1 55 46d L22STOP N
SL_CB2 Rouen Bacteremia 15 1 55 46d L22STOP N
SL_CJ1 Rouen Deep infection 24 6 63 41b _ P
SL_CJ2 Rouen Bacteremia 24 6 63 41b _ P
SL_DJ1 Rouen Endocarditis 32 2 2 38a _ N
SL_DJ2 Rouen Endocarditis 32 2 2 38a _ N
SL_LJ1 Rouen Deep infection 2 2 2 41d _ N
SL_LJ2 Rouen Deep infection 2 2 2 41d _ N
SL_DSM Skin and soft tissue 24 6 54 41b _ P
SL_T117 Kronoberg Carriage 1 1 ND 45f _ P
SL_T118 Kronoberg Carriage 10 6 ND 40b _ N
SL_T122 Tours Carriage 1 1 ND 43g _ P
SL_T13 Rouen Endocarditis 6 1 ND 45f L22STOP N
SL_T29 Rouen Material device 1 1 ND 43g _ P
SL_T55 Nantes Skin and soft tissue 10 6 ND 41b _ N
SL_R01 Rouen Carriage ND ND ND 43c ND N
SL_R02 Rouen Carriage ND ND ND 43c ND P
SL_R03 Rouen Endocarditis ND ND ND 43c ND N
SL_R04 Rouen Endocarditis ND ND ND 43c ND P
SL_R05 Rouen Carriage ND ND ND 45b ND N
SL_R06 Rouen Carriage ND ND ND 45b ND P
SL_R07 Rouen Material device ND ND ND 14a ND N
SL_R08 Rouen Material device ND ND ND 14a ND N
SL_R09 Rouen Carriage ND ND ND 30b ND N
SL_R10 Rouen Carriage ND ND ND 30b ND N
SL_R11 Rouen Bacteremia ND ND ND 47b _ P
SL_R12 Rouen Carriage ND ND ND 44f ND P
SL_R13 Rouen Carriage ND ND ND 44d ND P
SL_R14 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45f ND N
SL_R15 Rouen Carriage ND ND ND 45k L22STOP N
SL_R16 Rouen Carriage ND ND ND 44e ND N
SL_R17 Rouen Unknown ND ND ND 41e ND P
SL_R18 Rouen Carriage ND ND ND 45b ND N
SL_R19 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R20 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 47b ND N
SL_R21 Rouen Carriage ND ND ND 45f ND N
SL_R22 Rouen Carriage ND ND ND 24b ND N
SL_R23 Rouen Osteoarticular ND ND ND 49a ND P
SL_R24 Rouen Carriage ND ND ND 43c ND N
SL_R25 Rouen Osteoarticular ND ND ND 47b ND N
SL_R26 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 49b ND P
SL_R27 Rouen Carriage ND ND ND 41a ND P
SL_R28 Rouen Carriage ND ND ND 42g ND N
SL_R29 Rouen Carriage ND ND ND 45d _ P
SL_R30 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45l _ P
SL_R31 Rouen Carriage ND ND ND 38a ND N
SL_R32 Rouen Unknown ND ND ND 41c ND N
SL_R33 Rouen Carriage ND ND ND 45f ND P
SL_R34 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45f _ P
Other isolates (n  = 112)
SL_R35 Rouen Carriage ND ND ND 49c ND P
SL_R36 Rouen Unknown ND ND ND 43d ND P
SL_R37 Rouen Carriage ND ND ND 41a ND N
SL_R38 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 48c ND N
SL_R39 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R40 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 41b ND P
SL_R41 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45b _ N
SL_R42 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R43 Rouen Unknown ND ND ND 29a ND N
SL_R44 Rouen Carriage ND ND ND 47b _ N
SL_R45 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND P
SL_R46 Rouen Carriage ND ND ND 47c ND N
SL_R47 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R48 Rouen Carriage ND ND ND 46e ND N
SL_R49 Rouen Carriage ND ND ND 41a ND N
SL_R50 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R51 Rouen Carriage ND ND ND 45m ND P
SL_R52 Rouen Carriage ND ND ND 46e ND N
SL_R53 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R54 Rouen Unknown ND ND ND 45f ND P
SL_R55 Rouen Unknown ND ND ND 47b ND N
SL_R56 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R57 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 47b ND N
SL_R58 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 47b ND N
SL_R59 Rouen Osteoarticular ND ND ND 13a _ N
SL_R60 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45f ND P
SL_R61 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 46f ND N
SL_R62 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 42b ND N
SL_R63 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 43c ND N
SL_R64 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 41a ND N
SL_R65 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 36b ND P
SL_R66 Rouen Deep infection ND ND ND 49a ND N
SL_R67 Rouen Carriage ND ND ND 49d ND P
SL_R68 Rouen Carriage ND ND ND 44b ND P
SL_R69 Rouen Carriage ND ND ND 40b ND P
SL_R70 Rouen Carriage ND ND ND 45f ND P
SL_R71 Rouen Carriage ND ND ND 45b ND N
SL_R72 Rouen Deep infection ND ND ND 42f _ N
SL_R73 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R74 Rouen Carriage ND ND ND 37a _ N
SL_R75 Rouen Deep infection ND ND ND 45b ND P
SL_R76 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 47b ND N
SL_R77 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R78 Rouen Carriage ND ND ND 46f ND N
SL_R79 Rouen Carriage ND ND ND 45j ND N
SL_R80 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45f ND N
SL_R81 Rouen Osteoarticular ND ND ND 43e ND N
SL_R82 Rouen Endocarditis ND ND ND 47b ND N
SL_R83 Rouen Carriage ND ND ND 41b ND P
SL_R84 Rouen Carriage ND ND ND 45f ND N
SL_R85 Rouen Carriage ND ND ND 33a ND N
SL_R86 Rouen Carriage ND ND ND 45f ND N
SL_R87 Rouen Carriage ND ND ND 18a _ N
SL_R88 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 20a ND N
SL_R89 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45f ND P
SL_R90 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R91 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R92 Rouen Deep infection ND ND ND 47b ND N
SL_R93 Rouen Carriage ND ND ND 52a ND N
SL_R94 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R95 Rouen Carriage ND ND ND 43f ND N
SL_R96 Rouen Unknown ND ND ND 47b ND N
SL_R97 Rouen Carriage ND ND ND 47b ND N
SL_R98 Rouen Carriage ND ND ND 41b ND P
SL_R99 Rouen Carriage ND ND ND 9a _ N
SL_R100 Rouen Carriage ND ND ND 41f ND N
SL_R101 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 45n ND N
SL_R102 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 23b ND N
SL_R103 Rouen Osteoarticular ND ND ND 47b ND N
SL_R104 Rouen Skin and soft tissue ND ND ND 41g ND N
SL_R105 Rouen Bacteremia ND ND ND 45b ND P
SL_R106 Rouen Osteoarticular ND ND ND 45f ND N
Table S2. DNA and amino acid sequences of the 54 individual fbl repeats and their 
numeric codes identified from the 240 S. lugdunensis isolates studied. 
          
    
Repeat  
code DNA sequence 
Amino Acid 
 Sequence   
Repeat  
code DNA sequence 
Amino Acid 
 Sequence 
0 GATTCCGATAGTGATGCA DSDSDA  27 GACTCCGACAGTGACGCG DSDSDA 
1 GACTCCGATAGTGATGCA DSDSDA  28 TATTCCGATAGCGACGCA YSDSDA 
2 GATTCCGACAGTGATGCA DSDSDA  29 GATTCCGACAGTGACGCA DSDSDA 
3 GATTCCGATAGTGACGCA DSDSDA  30 GAATCAGATAGCGATGCA ESDSDA 
4 GATTCCGATAGCGATGCA DSDSDA  31 GACTCCGATAGCGATGCA DSDSDA 
5 GACTCCGATAGTGACGCA DSDSDA  32 GACTCCGACAGTGATGCA DSDSDA 
6 GATTCCGATAGCGACGCA DSDSDA  33 GACTTAGATAGTGACGCA DLDSDA 
7 GATTCCGACAGCGATGCA DSDSDA  34 GATTCCGACAGTGATGCG DSDSDA 
8 GATTCCGACAGCGACGCA DSDSDA  35 GATTCCGATAGTGATTCA DSDSDS 
9 GACTCCGACAGCGATGCA DSDSDA  36 GACTCTGACAGTGACGCA DSDSDA 
10 GACTCCGACAGCGACGCA DSDSDA  37 GACTCCGATAGTAATGCG DSDSNA 
11 GATTCCGATAGTGATGCG DSDSDA  38 GACTCTGACAGCGATGCG DSDSDA 
12 GACTCCGATAGTGATGCG DSDSDA  39 GACTCCGATAGTGACGCG DSDSDA 
13 GACTCCGACAGTGATGCG DSDSDA  40 GATTCAGACAGCGATGCA DSDSDA 
14 GATTCCGACAGCGATGCG DSDSDA  41 GATTCTGACAGCGACACA DSDSDT 
15 GATTCAGACAGCGATGCG DSDSDA  42 GACTCCGACAGCGATGTG DSDSDV 
16 GATTCTGACAGTGATGCG DSDSDA  43 GACTCTGACAGCGACGCA DSDSDA 
17 GACTCTGACAGTGATGCG DSDSDA  44 GACTCAGATAGTGATTCA DSDSDS 
18 GACTCAGATAGTGACGCA DSDSDA  45 GATTCTGACAGCAATTCC DSDSNS 
19 GACTCAGATAGCGATGCA DSDSDA  46 GGTTCCGACAGCAATGTG GSDSNV 
20 GACTCAGATAGCGACGCA DSDSDA  47 GACTCAGACAGCGACGCA DSDSDA 
21 GATTCTGACAGCGACGCA DSDSDA  48 GACTCAGATAGCGATGCG DSDSDA 
22 GATTCAGACAGCGACGCA DSDSDA  49 GACACAGATAGTGACGCA DTDSDA 
23 GACTCCGACAGCGATGCG DSDSDA  50 AATTCCGATAGTGATGCA NSDSDA 
24 GACTCCGACAGTGACGCA DSDSDA  51 GAGTCAGATAGCGATGCA ESDSDA 
25 GACTCAGATAGTGATGCA DSDSDA  52 GATTCCGACAGTGACGCG DSDSDA 
26 GACTCCGATAGCGACGCA DSDSDA   53 GCATGGGATAGTGATGCA AWDSDA 
  
 
 
Table S3. List of the 92 fbl- types identified from the 240 S. lugdunensis isolates studied, and preliminary guideline for the assignment of MLST clonal complexes (CCs) using fbl- typing. 
CC*: CC predicted from the repeat alignment of the fbl- types. 
ST: sequence type
fbl-
type
fbl 
cluster Repeat succession CC  ST
fbl21a _ 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-30-6-6-45-46-44 CC1 ST6
fbl21b _ 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST1
fbl25a _ 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-45-46-44 CC1 ST1
fbl29a _ 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl30a _ 0-6-13-1-7-18-2-11-38-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl35a _ 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-21-1-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-44 CC1 ST1
fbl39b _ 0-6-13-1-7-1-7-18-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-8-2-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST1
fbl39c _ 0-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-19-18-16-20-16-20-0-9-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST6
fbl40c _ 0-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-16-19-6-45-46-44 CC1 ST15
fbl41e 1 0-6-13-1-7-18-34-12-13-5-14-10-0-19-6-11-10-0-9-6-21-0-10-19-18-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl41g 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-34-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl43c 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST12
fbl43e 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-19-15-19-22-2-3-10-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl43g _ 0-6-13-5-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-1-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-45-46-44 CC1 ST1
fbl44a 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST12
fbl44b 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-13-5-14-10-0-19-6-11-10-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl44c 1 0-6-13-1-7-18-2-0-11-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST7
fbl44d 1 0-6-13-1-7-18-2-11-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl44e 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl44f 1 6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl45a 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-13-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST6
fbl45f 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST1, ST6, ST15
fbl45g 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-1-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST1
fbl45h 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-43-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST6
fbl45i 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-19-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST1
fbl45k 1 0-6-13-1-7-49-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl45l 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-5-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl45m 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-8-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl45n _ 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-31-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1* _
fbl46a 1 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST6
fbl46b 1 0-6-13-1-7-18-2-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC1 ST15
fbl46c 8 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-13-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-16-19-6-45-46-44 CC1 ST15
fbl46d 8 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-8-2-3-4-18-16-20-16-19-6-45-46-44 CC1 ST15
fbl46e 8 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-16-19-6-45-46-44 CC1* _
fbl46f 8 0-6-13-1-7-18-2-11-17-12-13-5-14-10-0-19-6-11-10-0-9-6-21-0-10-19-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-16-19-6-45-46-44 CC1* _
fbl23a _ 0-28-20-23-1-7-5-7-11-26-12-0-6-20-23-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl30b _ 0-28-20-23-1-7-26-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2* _
fbl33a 6 0-28-20-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-27-7-8-19-9-11-13-26-45-46-44 CC2* _
fbl34a 6 0-28-20-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl36a 6 0-28-20-23-1-7-26-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-8-19-9-11-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl38a 6 0-28-20-23-1-7-26-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2, ST32
fbl38b 6 0-28-20-23-1-7-26-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-33-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl38c 6 0-7-26-23-1-7-26-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl40a 5 0-28-20-23-26-12-0-6-20-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl41d _ 0-28-20-23-1-7-5-7-11-26-12-0-6-20-23-12-1-7-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl42h _ 0-28-20-23-1-7-5-7-11-26-12-0-6-20-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-7-7-8-19-9-11-13-26-45-46-44 CC2 ST19
fbl45b 5 0-28-20-23-1-7-5-7-11-26-12-0-6-20-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2, ST8, ST14
fbl45c 5 0-28-20-23-1-7-5-7-11-26-12-0-6-20-9-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl45o _ 0-28-20-23-1-7-18-7-11-26-12-0-6-20-23-12-1-7-18-7-11-13-18-23-10-0-19-3-0-27-29-0-18-7-7-8-19-9-11-13-13-26-45-46-44 CC2 ST2
fbl13a _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl18a _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-26-44 CC3* _
fbl24a _ 0-6-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl24b _ 50-6-20-23-12-1-7-20-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3* _
fbl37a _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3* _
fbl39d _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-52-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl42a _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-0-27-21-1-18-7-8-20-23-25-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl42d _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-26-44 CC3 ST3
fbl42f _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3* _
fbl42g _ 0-6-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3* _
fbl43a _ 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-47-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl45j 2 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-26-44 CC3 ST3
fbl47a 2 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-14-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl47b 2 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3, ST16, ST20
fbl47c 2 0-6-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-1-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl47d 2 0-6-20-10-11-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3 ST3
fbl48c 2 0-6-20-20-23-12-1-7-20-7-11-13-18-14-10-0-11-9-11-8-0-23-1-27-21-1-18-7-8-20-23-25-7-8-20-23-25-7-8-19-23-25-7-7-18-14-26-44 CC3* _
fbl23b _ 53-23-1-9-11-13-12-13-5-14-10-0-31-6-14-1-27-2-11-20-45-46-44 CC4 ST9
fbl49a 7 0-6-23-1-7-18-7-11-13-13-12-5-14-10-0-19-6-11-8-0-23-1-27-2-11-20-21-1-8-19-34-19-7-21-11-19-9-21-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC4 ST4 , ST17
fbl49b 7 0-6-23-1-7-18-7-11-13-13-12-5-14-10-0-19-6-11-8-0-23-1-27-2-0-20-21-1-8-19-34-19-7-21-11-19-9-21-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC4* _
fbl49c 7 0-6-23-1-7-18-7-11-13-13-12-5-14-10-0-51-6-11-8-0-23-1-27-2-11-20-21-1-8-19-34-19-7-21-11-19-9-21-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC4* _
fbl49d 7 0-6-23-1-7-18-7-11-13-13-13-5-14-10-0-19-6-11-8-0-23-1-27-2-11-20-21-1-8-19-34-19-7-21-11-19-9-21-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC4* _
fbl52a 7 0-6-23-1-6-23-1-7-18-7-11-13-13-12-5-14-10-0-19-6-11-8-0-23-1-27-2-11-20-21-1-8-19-34-19-7-21-11-19-9-21-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC4 ST4
fbl14a _ 0-6-20-23-1-14-20-9-11-13-26-45-46-44 CC5* _
fbl20a _ 0-11-20-24-0-18-8-20-23-25-7-8-19-9-11-13-26-45-46-44 CC5* _
fbl41a 4 0-6-20-23-1-14-20-9-11-13-5-14-10-0-19-6-7-8-14-13-5-7-11-20-24-0-18-8-20-23-25-7-8-19-9-11-13-26-45-46-44 CC5 ST5, ST18, ST31
fbl41f _ 0-6-20-23-1-14-20-9-11-13-5-14-9-0-25-6-4-7-4-13-5-7-11-20-24-0-18-8-20-23-25-7-8-19-9-11-13-26-45-46-44 CC5* _
fbl42e 4 0-6-20-23-1-14-20-9-11-13-5-14-10-0-19-6-7-8-14-13-5-7-11-20-24-0-18-8-20-23-25-7-8-19-9-9-11-13-26-45-46-44 CC5 ST5
fbl36b _ 0-6-23-31-6-11-8-0-23-1-9-11-13-12-13-5-14-10-0-31-6-14-32-27-2-11-20-21-1-8-20-31-6-45-46-44 CC6* _
fbl39a _ 0-6-23-31-6-11-8-0-42-1-9-11-13-13-5-14-10-0-31-6-2-27-2-11-20-21-1-8-20-31-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6 ST24
fbl40b 3 0-6-23-31-6-11-8-0-23-1-9-11-13-12-13-5-14-10-0-31-6-14-32-27-2-11-20-21-1-8-20-31-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6 ST10, ST24
fbl41b 3 0-6-23-31-6-11-8-0-23-1-9-11-13-12-13-5-14-10-0-31-6-14-32-27-2-11-20-21-1-8-20-31-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6 ST10, ST24
fbl42b 3 0-6-23-31-6-11-8-0-23-1-9-11-13-12-13-5-14-10-0-31-4-6-14-32-27-2-11-20-21-1-8-20-31-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6 ST10, ST24
fbl42c 3 0-6-23-31-6-11-8-0-23-1-9-11-32-12-13-5-14-10-0-31-4-6-14-32-27-2-11-20-21-1-8-20-31-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6 ST24
fbl43b 3 0-6-23-31-6-11-8-6-11-8-0-23-1-9-11-13-13-5-14-10-0-31-6-14-32-27-2-11-20-21-1-8-20-31-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6 ST24
fbl43d 10 0-6-23-31-6-11-8-6-11-8-0-23-1-23-8-0-23-1-9-11-13-13-5-14-32-27-2-11-20-21-1-8-20-31-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6* _
fbl43f 10 0-6-23-31-6-11-8-6-11-8-0-23-1-23-7-0-23-1-9-11-13-13-5-14-32-27-2-11-20-8-1-8-20-31-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC6* _
fbl41c _ 0-6-13-37-5-14-10-0-19-6-18-7-0-8-19-34-19-7-22-11-18-4-18-16-20-16-19-15-19-22-2-3-4-18-16-20-9-6-45-46-44 CC7 ST27
fbl45d 9 0-6-23-39-0-23-1-27-2-11-26-6-23-12-13-5-14-10-0-31-6-0-10-5-14-10-1-8-20-31-11-19-40-41-2-3-4-18-16-19-9-6-45-46-44 CC7 ST26
fbl45e 9 0-6-23-39-0-23-1-27-2-11-26-6-23-12-13-5-7-10-0-31-6-0-10-5-14-10-1-8-20-31-11-19-40-41-2-3-4-18-16-19-9-6-45-46-44 CC7 ST26
fbl48a _ 0-6-20-23-1-14-20-9-11-5-14-10-0-20-6-0-7-14-13-1-24-0-18-24-0-18-24-35-18-7-7-18-36-7-10-20-23-1-7-8-19-9-11-13-6-45-46-44 singleton ST28
fbl48b _ 0-6-20-23-1-14-20-9-11-5-14-10-0-19-6-0-7-14-13-1-24-0-18-24-0-5-24-35-18-7-7-18-36-7-10-20-23-25-7-8-19-9-11-13-6-45-46-44 singleton ST28
fbl9a _ 0-6-48-23-1-7-18-4-44 singleton ST13
Figure S1. Adherence of 55 S. lugdunensis isolates to immobilized fibrinogen. S. aureus 8325-was used as positive control (adherent); S. aureus 
DU5925 was used as a negative one (non-adherent). Adherence of isolates was expressed relative to that of 8325-4 (100%). Results were expressed 
as mean percentages +/- standard error of mean. Statistical differences compared to DU5925 used Dunnett’s multiple comparisons test (P < 0.05). 
Ordinary one-way ANOVA: P < 0.0001 ****.  
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3.3. Discussion et perspectives  
Dans l’objectif de mieux comprendre la structure de population de S. lugdunensis et le lien entre 
lignées phylogénétiques et virulence, deux méthodes de typage basées sur le séquençage ont 
été précédemment développées par l’équipe GRAM EA2656, la MLST et la MVLST (Chassain 
et al., 2012; Didi et al., 2014). Les analyses phylogénétiques ont révélé une structure de 
population clonale de cette espèce et la présence de lignées dominantes. Des méthodes 
permettant de discriminer les clones prévalents identifiés par MLST, tout en afférant les isolats 
aux CCs déjà caractérisés, sont apparues nécessaires. 
Les VNTRs sont de bons candidats pour développer ce type d’approche. En effet, ces loci sont 
connus pour présenter une évolution rapide, et la mesure des polymorphismes dans ces régions 
répétées chez des micro-organismes clonaux peut constituer une base solide pour l’affectation 
à des lignées phylogénétiques connues (van Belkum, 2007; Melles et al., 2009). Ainsi, nous 
avons développé et évalué deux approches de typage basées sur l’analyse de loci de VNTRs : 
- Une première approche multilocus, au cours de laquelle sept VNTRs ont été séquencés, 
permettant la mise au point de la méthode classique de MLVA basée sur l’évaluation 
du nombre de répétitions des loci de VNTRs, mais également la méthode plus innovante 
de TRST basée sur l’analyse des séquences nucléotidiques de ces VNTRs. 
- Une approche de séquençage d’un seul locus hautement polymorphe : le fbl-typing, 
basée sur l’analyse du domaine R du gène fbl.  
 
Nous discuterons en parallèle le développement de ces nouvelles méthodes de typage, leurs 
performances ainsi que leurs apports dans l’épidémiologie moléculaire des infections à  
S. lugdunensis. 
 
 
3.3.1. Développement et validation des méthodes de typage 
Pour développer ces nouvelles méthodes, nous nous sommes conformés aux recommandations 
générales émises par van Belkum et al. sur le développement et l’application d’une méthode de 
typage (van Belkum et al., 2007), ainsi qu’aux recommandations de Nadon spécifiques au 
développement de méthodes MLVA (Nadon et al., 2013). 
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Choix du souchier 
Lors du développement de nouvelles méthodes de typage, il est en premier lieu essentiel de 
bien choisir la population bactérienne à tester. Cette population doit comporter deux panels (van 
Belkum et al., 2007; Nadon et al., 2013). 
Un premier panel, appelé « panel test », permet d’évaluer la typabilité, le pouvoir discriminant 
et la concordance épidémiologique de la méthode de typage. Cette population doit comporter 
des souches caractérisées phylogénétiquement au préalable et représentatives de la diversité 
génétique de l’espèce. Elle doit comprendre des souches non liées épidémiologiquement ainsi 
que des isolats liés épidémiologiquement. Nous avons ainsi sélectionné 30 isolats 
préalablement caractérisés par MLST et MVLST représentatifs des principaux STs, CCs et 
VTs. Ne disposant pas de souches responsables d’épidémies hospitalières, nous avons choisi 
comme isolats liés épidémiologiquement des paires d’isolats collectées chez cinq patients à des 
intervalles de temps allant de zéro à 17 jours. Sur la base de cette population test, nous avons 
établi que les méthodes MLVA/TRST et fbl-typing répondaient bien aux critères sus-cités. 
La méthode développée doit ensuite être appliquée à une collection plus large d’isolats 
cliniques, avec des critères d’inclusion bien définis. Pour le dévéloppement de la MLVA/TRST, 
98 isolats cliniques de S. lugdunensis collectés prospectivement entre 2013 et 2016 au CHU de 
Strasbourg (Argemi et al., 2017c) ont été analysés, auxquels ont été ajoutés pour le 
développement du  fbl-typing 106 isolats collectés rétrospectivement chez 101 patients au CHU 
de Rouen en 2016. Six souches, qui avaient été séquencées par la technologie Pacific 
Biosciences dans notre laboratoire, ont également été incluses. Au total, 128 isolats ont été typés 
par MLST, MVLST trilocus, MLVA/TRST et fbl-typing, et 112 autres n’ont été typés que par 
fbl-typing. Nous avons ainsi pu évaluer le pouvoir discriminant de chaque méthode et comparer 
les regroupements phylogénétiques obtenus. 
 
Sélection des loci de VNTRs 
La première étape de développement d’un schéma de MLVA est l’identification et la sélection 
des VNTRs. Une centaine de loci de TRs par souche a tout d’abord été identifié in silico sur la 
base des génomes de S. lugdunensis disponibles. Au final, sept VNTRs (SLU1 à SLU7) ont été 
sélectionnés pour le développement des schémas de MLVA/TRST, répartis sur le génome de 
S. lugdunensis (Figure 76).  
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Figure 76. Localisation des loci de variable number of tandem repeats (VNTRs) utilisés dans le schéma 
multiple-locus VNTR analysis (MLVA) dans le génome de la souche S. lugdunensis N920143. 
 
De façon intéressante, le schéma MLVA propose un ensemble de VNTRs avec des DI très 
différents (de 0,090 à 0,679). Les marqueurs avec un DI modéré (< 0,5) définissent les clusters, 
alors que les VNTRs affichant une plus grande diversité et une évolution plus rapide reflètent 
la variabilité au sein des clusters.  
En outre, ce schéma est proche de ceux développés chez S. aureus (Schouls et al., 2009) et  
S. epidermidis (Johansson et al., 2006) en termes de nombre de loci de VNTRs et d’indices de 
diversité. Cependant, la taille des motifs répétés est globalement assez homogène dans notre 
schéma (environ 50 pb), alors qu’elle est plus hétérogène chez S. aureus (de neuf à 81) et  
S. epidermidis (18 à 58 pb). De plus, chez S. epidermidis, le schéma MLVA développé par 
Johansson et al. comprend trois VNTRs ayant un motif répété de 18 pb (Johansson et al., 2006), 
pouvant expliquer le fort pouvoir discriminant de ce schéma lorsqu’il a été appliqué dans des 
études ultérieures (Asadollahi et al., 2018a; Cremniter et al., 2013). En effet, les loci de VNTRs 
comportant un motif répété de petite taille sont plus sujets aux variations du nombre de 
répétitions via le mécanisme SSM (cf paragraphe 2.3.1.2) (van Belkum et al., 1998; Koreen et 
al., 2004). Un locus de VNTR de notre schéma (SLU7) était particulièrement peu discriminant, 
en MLVA comme en TRST, malgré un motif répété de seulement 24 pb. Cela pourrait être 
expliqué par le fait qu’il est situé dans un gène codant le régulateur transcriptionnel putatif 
AraC, et donc potentiellement soumis à une forte pression de sélection purificatrice. 
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Lors de l’analyse des génomes de S. lugdunensis, un locus de VNTR particulièrement 
polymorphique a été identifié : le domaine R du gène fbl. Nous avons choisi de l’exclure du 
schéma MLVA/TRST afin de proposer un schéma de typage basé sur ce seul locus, le fbl-
typing. Fbl appartient à la famille des Sdr, constituant une sous-famille des MSCRAMMs. Les 
VNTRs situés dans des gènes codant des protéines de surface sont attrayants car ces protéines 
interagissant avec l’environnement sont potentiellement plus variables (Zhou et al., 2014). Ils 
ont été explorés pour le génotypage d’autres espèces en raison de leurs polymorphismes à la 
fois dans le nombre de copies et dans la séquence des répétitions ; ils sont par exemple à la base 
des méthodes de spa, clfA et clfB typing chez S. aureus (Koreen et al., 2005; Said et al., 2010; 
Shopsin et al., 1999) et sdrG typing chez S. epidermidis (Monk and Archer, 2007).  
Parmi les VNTRs identifiés in silico, certains n’ont pas été retenus du fait de leur trop grande 
taille pour permettre une amplification et un séquençage dans des conditions « classiques ». 
Parmi eux, figuraient notamment les régions répétées des gènes sls codant des protéines de 
surface putatives (cf paragraphe 3.1.3 de la partie 1). Ces VNTRs pourraient être intéressants à 
inclure dans de futurs schémas de TRST basés sur des approches NGS. D’autre part, les VNTRs 
dont la taille était inférieure ou égale à 18 pb n’ont pas été retenus pour notre schéma MLVA, 
pour éviter une trop grande instabilité. Cependant, des VNTRs avec des motifs répétés <18 pb, 
et en particulier des microsatellites, pourraient être intéressants à implémenter dans notre 
schéma MLVA pour gagner en discrimination, comme dans le schéma de typage proposé pour 
Brucella sp. reposant sur 15 marqueurs dont sept microsatellites ayant un pouvoir discriminant 
élevé (Le Flèche et al., 2006).  
 
Un haut pouvoir discriminant des nouvelles méthodes reposant sur des marqueurs stables  
Les nouvelles méthodes de typage MLVA/TRST et fbl-typing se sont révélées très 
discriminantes par rapport à la MLST. Ce phénomène de meilleure discrimination des 
techniques de typage utilisant les VNTRs par rapport aux gènes domestiques a été démontré 
pour d’autres espèces comme S. aureus (Schouls et al., 2009), S. agalactiae (Haguenoer et al., 
2011) ou L. monocytogenes (Ohshima et al., 2017).  
De façon intéressante, bien que suffisamment variables pour permettre une discrimination 
adéquate, un regroupement similaire des isolats a été obtenu quelles que soient les méthodes. 
En effet, la TRST comme le fbl-typing prédisaient les CCs définis par MLST dans 100% des 
cas. De plus, les regroupements basés sur les données MLVA étaient presque identiques lors de 
l’utilisation des algorithmes UPGMA et minimum spanning tree. Ces résultats confirment la 
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rareté du phénomène de recombinaison chez S. lugdunensis, et suggèrent que les loci ciblés par 
ces méthodes ont la stabilité nécessaire in vivo pour être utilisés en tant qu'outil de typage. Cette 
stabilité des marqueurs a de plus été confirmée in vitro.  
 
MLVA et TRST, deux méthodes complémentaires 
Une limite rapportée dans la littérature pour la MLVA concerne la concordance 
épidémiologique, qui peut être remise en cause en raison du phénomène d’homoplasie de taille 
(Estoup et al., 2002). Ce phénomène se traduit par l’observation d’un même nombre de 
répétitions pour un locus de VNTR chez deux isolats, alors qu’ils appartiennent à des lignées 
phylogénétiques différentes. Ces isolats peuvent ainsi être considérés identiques par erreur. Ces 
évolutions convergentes sont liées à l’instabilité du nombre des répétitions des VNTRs ainsi 
qu’à leur évolution possiblement sélective (par exemple, un certain profil de répétitions pourra 
être sélectionné positivement dans un environnement donné) (Johansson et al., 2006). 
L’homoplasie individuelle de certains locus de VNTR peut cependant être compensée par 
l’analyse d’un grand nombre de loci (Vergnaud and Pourcel, 2009) ou par leur séquençage 
(Rakov et al., 2011; Visca et al., 2011). 
Ainsi, dans notre étude, le séquençage Sanger a été choisi non seulement comme méthode 
d’analyse du nombre de répétitions, mais également pour détecter des polymorphismes 
nucléotidiques au sein des VNTRs, moins sujets à l'homoplasie. La TRST s'est avérée plus 
discriminante que la MLVA ; en effet, un quart des allèles classés comme identiques par la 
MLVA « conventionnelle » (même nombre de répétitions pour chaque locus) présentaient des 
différences en termes de séquences nucléotidiques. Dans la plupart des cas, ces différences 
n’entraînaient cependant pas d’erreur de classification des isolats. En effet, comme observé sur 
le minimum spanning tree construit à partir des données de MLVA, chaque MT était associé à 
un seul CC de MLST. Une exception était à noter, un isolat appartenant au CC2 de MLST 
appartenait au MT2 et aurait donc été classé par erreur dans le CC3 par MLVA. La MLVA peut 
donc être considérée comme une technique fiable d’afférence phylogénétique ; la TRST 
présente quant à elle un intérêt lorsque la micro-résolution des souches est recherchée.  
Peu d’études ont évalué des schémas de TRST comparativement à d’autres méthodes de typage 
chez d’autres espèces bactériennes. La TRST a par exemple été appliquée à l’agent pathogène 
du poisson F. noatunensis, permettant de typer les souches avec un pouvoir discriminant 
suffisant pour étudier des epidémies de francisellose en Norvège, mais sans être comparée à 
d’autres méthodes de typage (Brevik et al., 2011). Chez C. difficile, un schéma basé sur 
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l’analyse de séquences répétées de deux loci (TR6 et TR10) a montré une très bonne 
concordance avec les résultats de PCR ribotyping tout en présentant un pouvoir discriminant 
identique (ZaiSS et al., 2009). 
Dans notre étude, l’intérêt de tout de même proposer un schéma classique de MLVA en sus du 
schéma de TRST est la possibilité future de l’appliquer sans avoir recours au séquençage 
Sanger. Nous avons évalué que la combinaison de seulement cinq des sept loci de VNTRs 
permet un regroupement très similaire des isolats, tout en ne diminuant que légèrement la 
capacité discriminatoire. Cette version simplifiée de MLVA à cinq loci pourrait ainsi permettre 
le développement de PCR multiplexes couplées à des amorces fluorescentes pour la 
détermination de la taille des allèles par électrophorèse capillaire. 
 
fbl-typing, les avantages d’un outil de typage basé sur un seul locus 
Le principal avantage du fbl-typing est que les informations de typage sont obtenues à partir 
d'un seul locus, par opposition aux techniques de MLST et TRST qui nécessitent la combinaison 
d'informations alléliques provenant de sept loci. L'utilisation d'un seul marqueur est par nature 
moins coûteuse et moins chronophage que les techniques multilocus. De plus, un autre avantage 
du fbl-typing est la non-ambiguïté et l’exportabilité des données de séquence obtenues. Nous 
avons en effet développé en collaboration avec le service informatique de l’UFR Santé de 
l’université de Rouen un site Web permettant d'attribuer des fbl-types en ligne à partir des 
données de séquence FASTA, et de télécharger les fbl-types disponibles.  
Le fbl-typing s’est montré aussi discriminant que la TRST, tout en n’analysant qu’un seul locus. 
Ceci est probablement dû au fait que les répétitions de fbl sont plus sujettes aux phénomènes 
d’excisions et de duplications via le mécanisme de glissement de l’ADN polymérase SSM car 
elles sont plus petites (18 bp) que celles utilisées pour la TRST (50 pb en moyenne) (van 
Belkum et al., 1998). De plus, jusqu’à 52 répétitions étaient observées pour le locus fbl, alors 
que le nombre maximal pour la TRST était atteint pour le locus SLU3 avec 11 répétitions. Or, 
il est admis que plus le nombre de répétitions est élevé pour un locus de VNTR, plus celui-ci 
est soumis à variations (Gemayel et al., 2010). 
L'analyse par minimum spanning tree des données de fbl-typing a révélé que la composition et 
l'organisation des répétitions, plutôt que le nombre de répétitions, permettaient une corrélation 
avec les CCs de MLST. Cela a été décrit pour le spa typing de S. aureus, où l'affectation au sein 
des complexes se fait via les SNPs des motifs répétés, tandis que les variations intra-complexes 
sont liées à la perte ou au gain de répétitions. Ceci suggère que les mutations ponctuelles se 
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produisent à un taux beaucoup plus faible que la variation du nombre de répétitions (Koreen et 
al., 2004). Ce phénomène a d’ailleurs été détecté in vivo chez des isolats séquentiels de S. aureus 
provenant de colonisations ou d’infections pulmonaires chroniques de patients atteints de 
mucoviscidose, chez lesquels les variations du nombre de répétitions liées au SSM étaient plus 
fréquentes que les mutations ponctuelles (Kahl et al., 2005).  
Le fbl-typing apparaît donc comme une technique capable d’indexer simultanément les 
variations génétiques qui s’accumulent rapidement (nombre de répétitions) et lentement 
(mutations) par deux mécanismes indépendants ; ce qui lui permet d’être utilisé dans des 
analyses épidémiologiques à court et à long terme.  
Les clusters des fbl-types ont été définis à l’aide du logiciel BioNumerics®, qui utilise 
l’algorithme DSI (duplications, substitutions and indels [insertions or deletions]) pour 
l’alignement des répétitions (Benson, 1997). Bien que les clusters obtenus soient concordants 
avec les CCs de MLST, certaines limites ont été observées, notamment pour les fbl-types 
contenant un faible nombre de répétitions. En effet, lorsque le nombre de répétitions était 
inférieur à 30, les fbl-types n’étaient jamais assignés à un cluster ; ils étaient localisés de façon 
« centrale » dans le minimum spanning tree, sans réelle signification évolutive. Une meilleure 
définition de ces clusters pourrait être envisagée en se basant sur le modèle d’évolution EDSI 
(excisions, duplications, substitutions and indels), qui en plus du modèle DSI prend en compte 
les phénomènes d’excisions des répétitions en tandem (Sammeth et al., 2005). Par exemple, 
chez S. aureus, les spa types sont assignés en spa complexes par utilisation de l’algorithme 
BURP, qui constitue une variante heuristique de l’algorithme EDSI (Mellmann et al., 2007). 
L’algorithme BURP a été développé de façon à assigner les spa complexes de façon automatisée 
et objective, tout en reflètant l’évolution à long terme des populations de S. aureus, en 
congruence avec les données de MLST (Mellmann et al., 2007; Strommenger et al., 2006). Un 
algorithme de ce type pourrait ainsi être développé et implémenté sur le fbl-typing Server pour 
permettre l’attribution en ligne de fbl-complexes prédisant les CCs de MLST. 
Au total, les méthodes de typage basées sur les VNTRs que nous avons développées pour la 
première fois chez l’espèce S. lugdunensis respectent les critères de performance émis par van 
Belkum et al., résumées dans le Tableau 9 (van Belkum et al., 2007). Au vu de l’ensemble des 
critères habituellement utilisés pour décrire une méthode de typage, le fbl-typing apparaît 
comme un outil utilisable en première ligne pour le génotypage d’isolats  de S. lugdunensis.  
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De façon intéressante, le génotype fbl47b n’est que très peu subdivisé lorsque l’on combine les 
méthodes de typage. En effet, 14 isolats sur les 17 appartenant au fbl47b typés par l’ensemble 
des méthodes possèdent le même profil (à savoir ST3, CC3, VTT16, MT1, TRT1) ; ils peuvent 
ainsi être considérés comme appartenant à un clone. Deux études asiatiques ont précédemment 
identifié des clones endémiques de S. lugdunensis résistants à l'oxacilline dans des centres 
médicaux. La première, menée sur une période de quatre mois, a identifié un clone de ST3, 
CC3 chez des souches de S. lugdunensis de portage (Ho et al., 2015). La deuxième a identifié 
un clone de ST6, CC1 chez des souches de S. lugdunensis collectées d’infections sur une 
période de 40 mois (Cheng et al., 2015). Ces résultats sont comparables aux nôtres où le fbl47b 
a été isolé à plusieurs reprises sur une période de 12 mois à Rouen et 29 mois à Strasbourg. 
Cependant, les isolats de S. lugdunensis de notre étude n’étaient pas multi-résistants aux 
antibiotiques ; leur persistance n’est donc pas directement liée à la pression des antibiotiques. 
Cela suggère que certaines souches de S. lugdunensis pourraient être capables de s’implanter 
dans une niche écologique telle que le milieu hospitalier.  
Kassem et al. ont d’ailleurs montré que les surfaces environnementales hospitalières peuvent 
être contaminées par S. lugdunensis, des souches ayant été identifiées dans 14 échantillons sur 
les 30 prélevés dans des chambres de patients (Kassem et al., 2011). Ce taux était équivalent à 
celui observé pour S. epidermidis (16 échantillons positifs sur les 30) et bien supérieur à celui 
observé pour S. aureus (un seul échantillon positif). Bien que cette étude n’ait pas typé les 
souches, elle souligne le risque de transmission en milieu hospitalier de ces espèces de SCN.  
À la lumière de ces données, des études prospectives multicentriques collectant et comparant 
des isolats de patients hospitalisés et de leur environnement hospitalier seraient intéressantes 
pour explorer les réservoirs environnementaux de cette espèce et identifier d’éventuels modes 
de transmission. De même, une caractérisation  phénotypique de tels clones « persistants » 
serait intéressante afin de comprendre le(s) mécanisme(s) à l’origine de leur implantation. Elle 
pourrait comprendre (i) une étude de leur capacité à produire du biofilm sur des surfaces 
abiotiques, à résister aux antiseptiques, à survivre à long terme et à croître en milieu carencé en 
fer ou encore (ii) une étude de leur capacité à adhérer in vitro aux cellules épithéliales. 
 
Une absence de corrélation entre génotype et contexte clinique 
Aucune corrélation entre contexte clinique et génotype des isolats de S. lugdunensis n’a été 
observé dans nos études, quelles que soient la méthode de typage utilisée, aussi discriminante 
soit-elle. Ceci avait déjà été observé lors du développement des techniques de MLST et MVLST 
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chez S. lugdunensis, dans la limite du faible nombre de souches de portage analysées (n = 6) 
(Chassain et al., 2012; Didi et al., 2014). Cela pourrait suggérer que les facteurs liés à l’hôte, 
plutôt que la virulence de la bactérie, joue un rôle essentiel dans le développement de 
l’infection et/ou que ces techniques de typage ne reflètent pas le potentiel de virulence des 
souches. 
Il a été montré que l’association potentielle de lignées phylogénétiques avec un tableau clinique 
d’infections ou au contraire une situation de portage était fonction du mode d’évolution de 
l’espèce bactérienne. Chez N. meningitidis, les analyses de MLST ont par exemple mis en 
évidence des CCs voire des STs associés aux infections invasives, alors que d’autres sont plutôt 
associés à une situation de portage (Jolley et al., 2000). Au contraire, chez S. aureus, les données 
de MLST ou MLVA ne fournissent aucune information sur le pouvoir pathogène des isolats. 
Comme suggéré par Turner and Feil, cela peut s’expliquer par des mécanismes d’évolution très 
différents entres ces deux espèces (Turner and Feil, 2007). N. meningitidis étant une espèce 
évoluant principalement par des phénomènes de recombinaison homologue, son core-genome 
évolue rapidement et à la même vitesse que son génome accessoire. Son équipement en facteurs 
de virulence peut alors être reflété par les données de MLST (Figure 77). Au contraire, S. aureus 
est une espèce d’évolution clonale, pour laquelle le core-genome évolue de façon plus lente ; 
de ce fait les CCs sont observés avec les mêmes fréquences pour des isolats responsables 
d’infections invasives ou de portage asymptomatique (Figure 77). Ainsi, la virulence de  
S. aureus ne sera pas reflétée par les données de MLST mais nécessitera des analyses de 
transcriptomes et de génomes complets pour identifier des modifications à l’origine de sa 
virulence.  
 
Figure 77. Représentations de la structure de population définie par analyse multilocus sequence typing 
(MLST) chez N. meningitidis et chez S. aureus (Turner 2006). (A) N. meningitidis. Chaque cercle 
représente un complexe clonal (CC), dont la fréquence est illustrée par la taille du cercle ; certains sont 
associés à des souches hypervirulentes (indiqués en rouge). (B) S. aureus. Les CCs sont plus stables chez 
cette espèce ; ils ont évolué lentement dans le temps, principalement par mutation. Ils sont représentés par 
les cercles situés aux extrémités de l'arbre et ne diffèrent généralement pas en termes de virulence.  
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Quelques éléments de réponse concernant les mécanismes sous-jacents à la transition 
commensalisme/infection de S. aureus ont ainsi été apportés par la comparaison de génomes de 
souches de portage nasal et d’infections invasives. Celle-ci a permis d’identifier des 
« signatures génétiques » (comme certains SNPs) associées à la pathogénicité (Young et al., 
2012, 2017). D’autres pistes récentes concernent les ARNs régulateurs qui pourraient constituer 
de potentiels biomarqueurs d’infections chez S. aureus (Bordeau et al., 2016). L'évolution de 
S. lugdunensis est principalement clonale, comme celle de S. aureus. De ce fait, il est probable 
que seule l'étude de génomes complets puisse contribuer à l’identification de potentiels 
déterminants moléculaires associés à la virulence ou au commensalisme chez cette espèce.  
 
L’apport futur du NGS dans le génotypage de S. lugdunensis 
L’utilisation croissante du séquençage de génomes entiers dans les laboratoires de recherche 
comme de routine permettra l’étude approfondie de la diversité génétique de S. lugdunensis. A 
ce jour, seulement 26 séquences génomiques sont disponibles sur NCBI, ce qui est très inférieur 
au nombre disponible pour les espèces S. aureus (n = 10374) et S. epidermidis (n = 580). Le 
séquençage d’un plus grand nombre d'isolats de S. lugdunensis, collectés au niveau mondial, 
isolés de contexte infectieux et de portage, mais également d’origine environnementale et 
animale, est donc primordial.  
Cette approche permettra notamment d’identifier in silico les futurs fbl-types et TRTs, afin 
d’enrichir ces bases de données et suivre la diffusion internationale des lignées. Même si la 
plupart des erreurs d'assemblage lors d’analyses NGS proviennent des régions répétées 
(Salzberg and Yorke, 2005), une étude comparative des performances du NGS et du séquençage 
Sanger pour le typage d’isolats de  S. aureus a montré que les spa types déduits des analyses 
NGS sont fiables par rapport au séquençage Sanger (Bartels et al., 2014). En effet, même si des 
séries de répétitions peuvent être omises lors de l’assemblage des données NGS, les spa types 
appartiennent tout de même aux mêmes spa complexes lors de l’analyse par l’algorithme BURP 
(Bartels et al., 2014). L'avantage des informations génomiques supplémentaires (analyses des 
SNPs) obtenues par le NGS est de plus bien supérieur au risque d’avoir un spa type erroné.  
Les données de typage chez S. lugdunensis pourront également être affinées par des analyses 
de wgMLST et cgMLST, particulièrement intéressantes pour cette espèce au pan-genome fermé 
(Argemi et al., 2018). Des marqueurs supplémentaires pourront ainsi être envisagés pour 
améliorer la discrimination des génotypes prédominants.  
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3.3.3. Impact du polymorphisme de fbl dans la liaison au fibrinogène 
Fbl est considérée comme la principale protéine de liaison au fibrinogène de S. lugdunensis. En 
effet, Marlinghaus et al. ont montré que la délétion du gène fbl chez trois souches cliniques de 
S. lugdunensis abolissait totalement leur capacité à se lier in vitro au fibrinogène immobilisé 
(Marlinghaus et al., 2012). Au cours du développement du fbl-typing, nous avons aligné le gène 
fbl des 15 génomes disponibles sur GenBank et des six génomes disponibles dans notre 
laboratoire. En plus du polymorphisme observé dans la région R, nous avons observé pour 
certaines souches une différence génétique clé dans l’extrémité 5 ’du gène fbl, à savoir une 
délétion de quatre pb entraînant un décalage du cadre de lecture. Ainsi, nous avons voulu 
déterminer si la variabilité génétique du gène fbl (présence ou non de la délétion en début du 
gène et polymorphisme de la région R) impactait la capacité des isolats à lier in vitro le 
fibrinogène. 
La capacité de 55 isolats à adhérer au fibrinogène humain immobilisé a ainsi été étudiée, selon 
la méthodologie de Marlinghaus et al. (Marlinghaus et al., 2012). Les isolats testés ont été 
choisis pour être représentatifs des différents polymorphismes observés. Contrairement à ce que 
laissait supposer la prévalence du gène fbl, la liaison au fibrinogène n'a été observée que pour 
31% de nos isolats, et variait fortement entre eux. Des résultats similaires ont été décrits pour 
des isolats cliniques de S. aureus (Ythier et al., 2010) ou S. agalactiae (Rosenau et al., 2007), 
chez lesquels la capacité de liaison in vitro au fibrinogène varie considérablement entre les 
souches analysées. Chez S. agalactiae, ces différences peuvent être en partie expliquées par des 
variations génétiques observées dans les gènes fbs codant des protéines de liaison au 
fibrinogène (Rosenau et al., 2007). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces différences de 
liaison des souches cliniques de S. lugdunensis au fibrinogène. 
 
Liaison au fibrinogène et délétion en 5’ de fbl 
Notre première hypothèse provient de la présence de la délétion en début de gène pour certains 
isolats. Cette délétion de quatre pb entraîne un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un 
codon stop prématuré, tronquant potentiellement radicalement la protéine Fbl de 881 à 21 acides 
aminés. Nous avons montré que les isolats ayant cette délétion se liaient significativement 
moins fortement au fibrinogène que le groupe d’isolats n’ayant pas cette délétion (P <0,001). 
De façon étonnante, une seule souche ayant la délétion se liait tout de même au fibrinogène. 
Cependant, l’écart-type associé au test de liaison in vitro était beaucoup plus élevé que celui 
calculé pour les autres souches, soulignant un problème de reproductibilité. De plus, cette 
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souche appartenait à une série pour laquelle le témoin négatif présentait un taux anormalement 
élevé de liaison au fibrinogène. Ainsi, il serait intéressant de ré-évaluer la capacité de liaison 
au fibrinogène de cette souche. Si les résultats étaient confirmés, un séquençage de son génome 
complet serait envisagé dans l’objectif d’identifier un (ou plusieurs) gène(s) codant des 
adhésines putatives autre que Fbl, capables de médier l’adhésion au fibrinogène.  
De plus, pour confirmer l’impact de la délétion en 5’ de fbl, il faudrait étudier l’expression de 
la protéine Fbl par analyse western-blot à partir des cellules bactériennes et des surnageants de 
culture. Nous supposons que pour les isolats présentant la délétion, aucune protéine Fbl ne sera 
détectée, ni dans le culot bactérien ni dans le surnageant. Il a par exemple été observé chez des 
isolats cliniques de S. aureus que des mutations entraînant un décalage de cadre de lecture dans 
le gène spa codant la protéine A généraient une protéine avec une région C-terminale tronquée, 
qui ne contenait pas la région XC (comportant la séquence d’ancrage à la paroi). Par analyse 
western-blot, la protéine tronquée était alors retrouvée dans la fraction extracellulaire, mais pas 
dans la fraction liée à la paroi (Sørum et al., 2013). La localisation de Fbl au niveau de la paroi 
des isolats de S. lugdunensis pourrait également être analysée par cytométrie en flux grâce à 
des anticorps marqués (Hartford et al., 1997).  
Fait intéressant, cette délétion n'a été observée que chez les isolats appartenant au CC1 défini 
par MLST, à l'exception d'un isolat. Par ailleurs, 73% des isolats de ST6, qui est le ST fondateur 
prédit du CC1, possédaient cette délétion. En ce qui concerne les autres STs du CC1, la délétion 
n'a pas été trouvée pour les isolats appartenant aux ST1 et ST7, alors que les isolats des ST12 
et ST15 la présentaient. Ces quatre STs étant des SLVs du ST6 (Figure 56), nous pouvons 
supposer que cet événement particulier pourrait s'être produit chez certaines souches de ST6 et 
avoir été «transmis» aux ST12 et ST15, constituant une caractéristique particulière de ces STs. 
Cette découverte doit être confirmée par l’étude d’une plus grande collection d'isolats. 
 
Liaison au fibrinogène et nombre de répétitions dans la région R de fbl 
La deuxième explication possible est que le nombre de répétitions dans la région R de fbl 
affecterait la capacité de liaison au fibrinogène. Chez S. aureus, il a été démontré qu'un certain 
nombre de répétitions SD de la protéine ClfA sont nécessaires pour l'expression fonctionnelle 
du domaine de liaison au fibrinogène à la surface de la cellule (Hartford et al., 1997). Par 
analogie, il est possible que la longueur du domaine répété de Fbl soit critique pour la fonction 
de la protéine. Nos résultats ont montré que les isolats présentant moins de 43 répétitions étaient 
significativement moins adhérents au fibrinogène que ceux en présentant 43 et plus. Pour 
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confirmer cette tendance, et à l’instar de ce qui a été effectué chez S. aureus (Hartford et al., 
1997), des variants de fbl présentant un nombre de motifs répétés variable (codant ainsi des 
protéines Fbl avec différentes longueurs du domaine R) pourraient être construits et clonés chez 
un mutant S. lugdunensis Δfbl. L’étude de la capacité de liaison au fibrinogène ainsi que la 
détermination de la localisation de la protéine à la surface des variants pourrait ainsi permettre 
de déterminer si une longueur minimale est nécessaire pour couvrir toute la paroi cellulaire et 
exposer le domaine de liaison au fibrinogène. 
 
Autres hypothèses 
Certains isolats ne liant pas le fibrinogène comportaient pourtant plus de 43 répétitions et 
n’avaient pas la délétion. Cette absence de liaison pourrait être due au fait que ceux-ci 
exprimeraient de manière insuffisante la protéine Fbl, en raison de la perte ou de l’expression 
inadéquate du gène fbl. Cette hypothèse a été explorée par des analyses de qRT-PCR qui se sont 
révélées non concluantes. En effet, malgré des expressions variables de fbl observées entre les 
isolats testés, aucune différence significative dans les niveaux de transcription de fbl entre les 
isolats liant ou non le fibrinogène n'a été observée. Ces résultats sont cependant à pondérer du 
fait d’un faible nombre d’isolats testés. Là-encore, l’analyse de l’expression de Fbl à la surface 
cellulaire serait plus pertinente. 
Enfin, malgré l’expression du gène fbl détectée par qRT-PCR, certains isolats ne liaient pas le 
fibrinogène. Par conséquent, une autre hypothèse serait la production d'une matrice 
extracellulaire telle une capsule qui pourrait masquer l'accessibilité à la protéine de surface. 
Ceci a été décrit pour S. aureus, pour lequel l'expression d’un polysaccharide capsulaire inhibe 
la liaison de ClfA au fibrinogène et aux plaquettes, inhibition qu’une région répétée de pleine 
longueur ne peut pas surmonter (Risley et al., 2007). Une capsule a été observée par 
microscopie électronique à transmission chez des isolats de S. lugdunensis en 1990 (Lambe et 
al., 1990) mais depuis, aucune étude ne s’est intéressée à décrire la prévalence et le rôle de la 
capsule chez cette espèce. Des analyses in silico de 21 génomes de S. lugdunensis effectuées 
au laboratoire GRAM par le Dr Lebeurre ont identifié la présence de gènes homologues à ceux 
codant une capsule polysaccharidique chez S. aureus (Lebeurre, données personnelles). Selon 
les CCs de ces souches, ces gènes étaient homologues à ceux des locus cap5 ou cap8 de  
S. aureus. Il serait donc intéressant de mettre en évidence la capsule chez des isolats cliniques 
de S. lugdunensis, et de déterminer si sa présence est corrélée à la capacité de liaison au 
fibrinogène.  
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Fbl et pathogénicité ? 
Bien que son rôle dans la virulence ne soit pas démontré, la protéine Fbl pourrait, de par sa 
liaison au fibrinogène, influencer la pathogénicité de S. lugdunensis en médiant l’adhésion et la 
colonisation aux tissus de l’hôte. Chez S. aureus, des expériences ont en effet démontré que la 
protéine ClfA était essentielle à la colonisation valvulaire dans des modèles d'endocardite 
infectieuse chez le rat, ainsi que dans ceux d'arthrite septique chez la souris (Josefsson et al., 
2001; Que et al., 2005). 
La diversité génétique observée dans la région R du gène fbl pourrait en faire une cible 
importante de l'évolution adaptative. Cependant, bien que des variations importantes existent 
au niveau de l’ADN (fbl types), le domaine R est principalement constitué du motif DSDSDA, 
suggérant une pression sélective environnementale purificatrice et le rôle critique de la sérine, 
de l’aspartate et de l’alanine dans la fonctionnalité de la protéine. De plus, nos observations 
suggèrent que le fbl-type des souches n'est pas prédictif de leur contexte clinique d’isolement.  
De manière plus surprenante, bien qu’un large éventail de phénotypes d’adhérence au 
fibrinogène ait été observé, aucune corrélation avec le contexte clinique n’a été mise en 
évidence. Notamment, un isolat d'endocardite infectieuse ne se liait pas au fibrinogène alors 
qu'un isolat de portage le liait très fortement. Chez S. agalactiae par exemple, les isolats invasifs 
présentent de meilleures capacités de liaison au fibrinogène que les isolats de colonisation 
(Rosenau et al., 2007). Par contre, il n’a pas été montré de différence de niveau d’adhésion au 
fibrinogène chez S. aureus entre des isolats provenant de porteurs sains et des isolats provenant 
d’infections. De plus, la capacité de liaison au fibrinogène et à la fibronectine des souches de 
S. aureus ne permettait pas de prédire l’infectivité dans un modèle d’endocardite infectieuse 
chez le rat (Ythier et al., 2010). Ythier et al. ont expliqué ce paradoxe apparent par une possible 
expression différentielle des gènes in vivo, ou par des facteurs liés à l’hôte ou à une redondance 
des adhésines.  
Dans une étude précédente, il avait été démontré qu'un mutant de S. lugdunensis délété du gène 
codant la protéine Fbl n'était pas significativement moins virulent que la souche sauvage dans 
un modèle d'endocardite de rat, bien qu'une tendance à la réduction de la virulence ait été 
observée (Heilbronner et al., 2013). Cependant, une seule souche, causant un tableau clinique 
moins grave chez le rat que celle de S. aureus, avait été testée. Ainsi, il serait intéressant de 
comparer la virulence de plusieurs autres isolats cliniques de S. lugdunensis et de leurs mutants 
fbl respectifs, dans des modèles animaux d'endocardite, mais également dans des modèles de 
colonisation nasale murins, afin d'étudier l'implication de fbl dans l'adhésion aux tissus de l'hôte. 
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Conclusion générale 
Ces travaux ont cherché à contribuer à la compréhension des mécanismes moléculaires qui 
sous-tendent la virulence de S. lugdunensis. 
D’une part, nous avons caractérisé pour la première fois chez cette espèce un système de 
régulation à deux composants, LytSR. Ce TCS s’est révélé impliqué dans le contrôle de 
processus métaboliques majeurs, mais également dans la pathogenèse de S. lugdunensis. En 
effet, nous avons démontré que LytSR participe à la formation de biofilm in vitro chez cette 
espèce, probablement en lien avec le métabolisme et la mort cellulaire. Son impact dans la 
virulence a également été démontré in vivo grâce au modèle d’infection du nématode  
C. elegans. De plus, les analyses transcriptomiques comparatives effectuées chez la souche  
S. lugdunensis DSM 4804 et son mutant ΔlytSR apportent un nouvel éclairage sur des facteurs 
de virulence présumés contrôlés par LytSR, de façon directe ou indirecte. Ces travaux 
pourraient être poursuivis par l’étude d’autres systèmes régulateurs, afin de mieux comprendre 
les mécanismes interconnectés qui permettent à cette espèce de s’implanter dans les différentes 
niches rencontrées au cours de son cycle de vie, commensal comme infectieux. 
Ces travaux ont également contribué à améliorer les connaissances sur l'épidémiologie 
moléculaire des infections à S. lugdunensis. Nous avons en effet développé et évalué trois 
nouvelles méthodes de typage basées sur les VNTRs (MLVA, TRST et fbl-typing), qui 
s’avèrent être les outils de génotypage les plus discriminants disponibles à ce jour chez cette 
espèce clonale. Le fbl-typing apparaît comme la méthode utilisable en première ligne pour des 
études épidémiologiques chez S. lugdunensis, de par son faible coût, sa facilité d’utilisation et 
le développement d’un serveur permettant d’attribuer en ligne les génotypes (http://fbl-
typing.univ-rouen.fr/). Ces outils prometteurs pourront être utiles à la fois en épidémiologie 
locale (comparaison de souches) et pour la surveillance internationale des lignées de  
S. lugdunensis, tout en s’enrichissant des futures données apportées par le séquençage de 
génomes complets par NGS. 
Enfin, l’exploration des polymorphismes observés au sein du gène fbl a permis d’expliquer en 
partie la capacité variable des isolats cliniques de S. lugdunensis à lier in vitro le fibrinogène. 
Ces résultats méritent d’être complétés par des études in vivo afin d’appréhender le lien entre 
variabilité génétique, expression de la protéine Fbl à la surface cellulaire et pathogénicité chez 
cette espèce. 
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Résumé / Abstract 
Contribution à la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la virulence de 
Staphylococcus lugdunensis 
Nos travaux ont cherché à mieux comprendre les mécanismes à l’origine de la virulence de 
Staphylococcus lugdunensis, espèce au pouvoir pathogène proche de celui de Staphylococcus aureus. 
Nous avons procédé à la première caractérisation fonctionnelle chez cette espèce d’un système à deux 
composants, LytSR. Ce système s’est révélé impliqué dans le contrôle de processus métaboliques 
majeurs et dans la virulence.  Il est en effet impliqué dans la formation de biofilm, probablement en lien 
avec le contrôle exercé sur la mort cellulaire. LytSR est de plus impliqué dans la pathogenèse des 
infections à S. lugdunensis, comme démontré dans le modèle d’infection du nématode Caenorhabditis 
elegans. 
Pour mieux caractériser et suivre la diffusion de clones prédominants chez cette espèce, nous avons dans 
un deuxième volet développé trois nouvelles méthodes de typage (MLVA, TRST et fbl-typing), reposant 
sur le polymorphisme de séquences répétées en tandem. Ces méthodes se sont révélées très 
discriminantes, permettant la définition de nouveaux génotypes chez cette espèce clonale. Ces outils 
sont à ce titre très prometteurs pour des études  micro- comme macro-épidémiologiques chez  
S. lugdunensis, le fbl-typing apparaissant à bien des égards comme l’outil utilisable en première ligne 
(http://fbl-typing.univ-rouen.fr/). Enfin, nous avons montré que la variabilité de la liaison de  
S. lugdunensis au fibrinogène in vitro peut être en partie expliquée par des variations génétiques de fbl. 
Mots clés : Staphylococcus lugdunensis, Système à deux composants, LytSR, Virulence, Génotypage, nombre 
variable de séquences répétées en tandem, MLVA, TRST, Fbl, Epidémiologie 
 
Contribution to the understanding of the molecular mechanisms involved in the virulence of 
Staphylococcus lugdunensis 
Our work has sought to better understand mechanisms involved in Staphylococcus lugdunensis 
virulence, a species whose pathogenicity is close to that of Staphylococcus aureus. We performed the 
first functional characterization of a two-component regulatory system, LytSR, in this species. This 
system has been shown to be involved in the control of major metabolic processes and in virulence. It 
is indeed involved in biofilm formation, probably in connection with the control of cell death. LytSR is 
furthermore implicated in the pathogenesis of S. lugdunensis infections, as demonstrated in the infection 
model of the nematode Caenorhabditis elegans. 
To better characterize and monitor the diffusion of predominant clones in this species, we have in a 
second part developed three new typing methods (MLVA, TRST and fbl-typing), based on the 
polymorphism of variable number of tandem repeats. These methods were highly discriminant, allowing 
the definition of new genotypes in this clonal species. These tools are very promising for micro- and 
macro-epidemiological studies in S. lugdunensis, fbl-typing appearing in many ways as the frontline tool 
(http://fbl-typing.univ-rouen.fr/). Finally, we have shown that the variability of the binding of  
S. lugdunensis to fibrinogen in vitro can be partly explained by some fbl genetic variations. 
 Keymords : Staphylococcus lugdunensis, Two-component regulatory system, LytSR, Virulence, Genotyping, 
Variable number of tandem repeats, MLVA, TRST, Fbl, Epidemiology 
 
